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Uvod: Ouabain je kardiotonični glikozid, ki svoje učinke sproži preko natrij-kalijeve črpalke 
(NKA), ki je doslej njegov edini znan receptor. Skeletne mišice so največji organ v človeškem 
telesu in zato vsebujejo največjo količino NKA ter tako predstavljajo pomembno tarčno tkivo 
za ouabain. Ouabain s svojo vezavo na NKA ne vpliva samo na njeno transportno funkcijo, 
ampak tudi na znotrajcelično signalizacijo, kar bi lahko vplivalo tudi na endokrino funkcijo 
skeletnih mišic (npr. izločanje interlevkinov). Skeletnomišične celice izločajo interlevkin-6 (IL-
6) med telesno aktivnostjo, med katero se najverjetneje iz nadledvičnih žlez izloča tudi 
endogeni ouabain.  
Namen: Ugotoviti, ali bo ouabain v skeletnomišičnih celicah vplival na izražanje NKA in ali 
bo aktiviral signalne poti, ki so lahko prožene preko NKA in so za odziv mišice na telesno 
aktivnost še posebej pomembne. 
Hipoteze: 1) Ouabain zniža izražanje proteina NKA1 v človeških skeletnomišičnih celicah; 2) 
Ouabain aktivira signalni poti Src/ERK1/2 in Akt/mTOR v človeških skeletnomišičnih celicah; 
3) Ouabain zavira signalno pot IL-6/JAK/STAT3 v človeških skeletnomišičnih celicah; 4) 
Ouabain ne vpliva na izražanje NKA1 in ne proži signalnih poti v podganjih skeletnomišičnih 
celicah. 
Metode: Kot model smo uporabili človeške skeletnomišične celice in podganje 
skeletnomišične celice L6 ter določili izražanje proteinov z metodo prenosa western, izražanje 
genov pa z metodo RT-qPCR.  
Rezultati: V človeških skeletnomišičnih celicah je ouabain znižal izražanje proteina NKA1, 
aktiviral signalni poti Src-ERK1/2 in Akt/mTOR in zavrl je signalno pot IL-6/JAK/STAT3.  V 
podganjih skeletnomišičnih celicah ouabain ni vplival na izražanje NKAα1 in ni imel 
pomembnejših učinkov na aktivacijo znotrajceličnih signalnih poti.  
Zaključki: Ugotovili smo, da je mehanizem znižanja izražanja proteina NKA1 v človeških 
skeletnomišičnih celicah posttranskripcijski. Odzivnost signalne poti Src-ERK1/2 je relativno 
majhna, aktivacija signalne poti Akt/mTOR pa je najverjetneje neodvisna od Src. Pri z 
ouabainom povzročenim zavrtjem signalne poti IL-6/JAK/STAT3 je udeleženih več 
mehanizmov, za razjasnitev katerih bi bili potrebni dodatni poskusi. Na podlagi rezultatov na 
podganjih skeletnomišičnih celicah smo ugotovili, da so signalni učinki ouabaina odvisni od 
prisotnosti na ouabain občutljive NKAα1. 





Background: Ouabain, cardiotonic steroid, trigggers its effects via the sodium-potassium 
pump (NKA), which is the only known receptor for ouabain so far. Skeletal muscles, which are 
the largest organ in human body, contain the largest pool of NKA and consequently represent 
the major target tissue for ouabain. In addition to being an inhibitor of ion transport, ouabain is 
also capable of inducing signals, which may influence the endocrine function of skeletal 
muscle. Skeletal muscle cells secrete Interleukin-6 during exercise, when endogenous ouabain 
is also secreted, probably from the adrenal gland.  
Aim: To determine whether ouabain has an effect on the expression of NKA and whether it 
activates any of the signalling pathways known to be activated through NKA and which are 
especially important for muscle response during exercise.  
Hypotheses: 1) Ouabain lowers the expression of protein NKA1 in human skeletal muscle 
cells, 2) Ouabain activates the Src-ERK1/2 and Akt/mTOR signaling pathway in human 
skeletal muscle cells, 3) Ouabain inhibits the IL-6/JAK/STAT3 signalling pathway in human 
skeletal muscle cells, 4) Ouabain has no effect on the expression of NKA1 and on signalling 
pathways in rat skeletal muscle cells. 
Methods: As an experimental model, we used human skeletal muscle cells and L6 rat skeletal 
muscle cells. We determined the expression of proteins with Western Blot and gene expression 
with RT-qPCR.  
Results: Ouabain reduced the expression of NKA1 protein and activated the Src-ERK1/2 and 
PI3K/Akt/mTOR signalling pahways in human skeletal muscle cells. The IL-6/JAK/STAT3 
signalling pathway in human skeletal muscle cells was inhibited by ouabain. In contrast, in rat 
skeletal muscle cells ouabain had no effect on the expression of protein NKA1 and did not 
display major effects on intracellular signalling.  
Conclusions: We concluded ouabain reduces the expression of NKA1 protein in human 
skeletal muscle cells in post-trancriptional manner. Src-ERK1/2 signalling pathway is barely 
responsive on treatment with ouabain, activation of Akt/mTOR signalling pathway is probably 
Src independent. Ouabain inhibits IL-6/JAK/STAT3 signalling pathway in human skeletal 
muscle cells through more than one mechanism, which has to be addressed by future studies. 
Based on results in rat skeletal muscle cells, we concluded that ouabains effect on intracellular 
signalling is dependent on the presence of ouabain-sensitive NKA1. 





4E-BP1 - vezavni protein 1 evkariontskega dejavnika iniciacije translacije 4E (eIF4E) (angl. 
Eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E)-binding protein 1) 
ACTH - adrenokortikotropni hormon (angl. Adrenocorticotropic hormone) 
ANOVA - analiza variance (angl. Analysis of variance) 
CoCl2 - kobaltov (II) klorid (angl. Cobalt (II) chloride) 
CRH - kortikoliberin (angl. Corticotropin releasing hormone) 
DMSO - dimetil sulfoksid (angl. Dimethyl sulfoxide) 
EBSS - Earlova solna raztopina (angl. Earle's balanced salt solution) 
ECL - ojačana kemiluminiscenca (angl. Enhanced chemiluminescence) 
EGF - epidermalni rastni dejavnik (angl. Epidermal growth factor) 
EGFR - receptor za epidermalni rastni dejavnik (angl. Epidermal growth factor receptor) 
ERK - z zunajceličnim signalom regulirana kinaza (angl. Extracellular signal-regulated 
kinase)  
FBS - fetalni goveji serum (angl. Fetal bovine serum) 
GEF - dejavnik izmenjave gvaninskih nukleotidov (angl. Guanine nucleotide exchange factor) 
Grb2 - protein 2 vezan na receptor za rastni dejavnik (angl. Growth factor receptor-bound 
protein 2) 
HRP - hrenova peroksidaza (angl. Horseradish peroxidase) 
IL-6 - interlevkin-6 (angl. Interleukin-6) 
JAK - Janusova kinaza (angl. Janus kinase) 
MAPK - z mitogenom-aktivirane protein kinaze (angl. Mitogen acivated protein kinases) 
NCX - Na+/Ca2+ ionski izmenjevalec (angl. Na+/Ca2+ exchanger) 
NKA - natrij-kalijeva črpalka oz. Na, K-ATPaza (angl. Na,K-ATPase) 
NKA1 - podenota 1 Na,K-ATPaze (angl. Na,K-ATPase subunit alpha-1) 
NKA2 - podenota 2 Na,K-ATPaze (angl. Na,K-ATPase subunit alpha-2) 
 
 
NKA3 - podenota 3 Na,K-ATPaze (angl. Na,K-ATPase subunit alpha-3) 
PAGE - poliakrilamidna gelska elektroforeza (angl. Polyacrylamide gel electrophoresis) 
PBS - fosfatni pufer z NaCl (angl. Phosphate-buffered saline) 
PTEN - fosfatidilinozitol 3-kinaza (angl. Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-
phosphatase) 
PVDF - poliviniliden fluorid (angl. Polyvinylidene fluoride) 
RT-qPCR - kvantitativna verižna reakcija s polimerazo z reverzno transkripcijo (angl. 
Quantitative reverse transcriptase–polymerase chain reaction) 
S6RP - ribosomalni protein S6 (angl. ribosomal protein S6) 
SDS - natrijev dodecil sulfat (angl. Sodium dodecyl sulfate) 
SEM - standarna napaka povprečja (angl. Standard error of the mean) 
S6K - ribosomalni protein S6 kinaza (angl. Ribosomal protein S6 kinase) 
SOS - na Ras delujoči dejavniki izmenjave gvaninskih nukleotidov (angl. Son of sevenless) 
Src - družina tiroz kinaz Src 
STAT3 - prenašalec signalov in aktivator transkripcije 3 (angl. Signal transducer and activator 
of transcription 3) 
TBS - fiziološka raztopina z dodanim Tris (angl. Tris-buffered saline) 
TBST - fiziološka raztopina z dodanim Tris in Tween-20 (angl. Tris buffered saline with tween) 
TCB - tocilizumab (angl. Tocilizumab) 
qPCR - kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (angl. Quantitative polymerase chain 
reaction) 
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1.1.1 Strukturne lastnosti ouabaina 
Ouabain spada med kardenolide, ki so podskupina kardiotoničnih steroidov. Je polarna 
molekula, občutljiva na svetlobo (1). Molekulska masa ouabaina je 584,7 g/mol. S kemijsko 
formulo C29H44O12 je sestavljen iz sladkorne komponente monosaharida ramnoze (6-deoksi-1-
manoza), steroidnega dela (trije cikloheksani in en ciklopentan) in cikličnega estra laktona 
(Slika 1) (2). 
Slika 1. Kemijska struktura ouabaina A) dvodimenzionalna, B) tridimenzionalna. Prirejeno po (3) in (4). 
 
1.1.2 Farmakološke lastnosti ouabaina  
Ouabain je farmakološko aktivna substanca, ki so jo prvotno izolirali leta 1888 iz rastlin družine 
pasjestrupovk (lat. Apocynaceae), rodu Acokanthera in Strophanthus (1, 2, 5). Ouabain se je 
vsaj od tretjega stoletja uporabljal v Afriki kot strup na puščicah za lov (1, 6). Hitre učinke 
ouabaina na kardiovaskularni sistem so po naključju odkrili že leta 1859 in posledično je 
ouabain postal pomembno področje raziskovanja (5, 7). Prve tinkture ouabaina so začeli za 
terapevtske namene v medicini uporabljati leta 1885 (7). Ouabain velja za prvi odkrit 
kardiotonični steroid, ki po intravenski aplikaciji ni povzročil hujših zapletov ali celo smrti (8). 
Peroralne pripravke ouabaina so razvili leta 1947 in kljub slabi absorpciji v gastrointestinalnem 
traktu so opazili učinke na kardiovaskularni sistem. Klinična uporaba ouabaina za zdravljenje 
srčnega popuščanja se je s časom zaradi odkritja bolj učinkovitih načinov zdravljenja opustila, 





1.1.3 Fiziološke lastnosti domnevnega endogenega ouabaina 
V človeški plazmi, urinu in tkivu nadledvičnih žlez in hipotalamusa so leta 1991 dokazali 
prisotnost ouabaina oz. steroidnega izomera, ki je imel enake strukturne, biološke in 
imunološke lastnosti, kakor prvotno izoliran ouabain (5, 9, 10). To odkritje je nakazalo 
možnost, da je ouabain ali njegov izomer endogeni hormon. Poudariti je treba, da obstoj 
endogenega ouabaina kljub številnim eksperimentalnim dokazom ni splošno sprejet, zato je 
bolje govoriti o domnevnem endogenem ouabainu.  
Največje količine ouabaina so našli v tkivu nadledvičnih žlez, ki bi lahko predstavljale glavno 
mesto sinteze in izločanja endogenega ouabaina (1, 11-13). Izločanje ouabaina naj bi iz 
nadledvičnih žlez spodbudila adrenokortikotropni hormon (ACTH) in angiotenzin II (14, 15). 
Večje količine ouabaina so odkrili tudi v hipotalamusu, ki bi lahko bil mesto izločanja 
endogenega ouabaina v sistemski obtok ali vsaj pomembna komponenta pri uravnavanju 
njegovega izločanja iz nadledvičnih žlez (16-18). Dejstvo, da ouabain zaradi svoje polarnosti 
ne more prehajati hematoencefalne bariere, v hipotalamusu pa je prisoten, nakazuje na njegovo 
morebitno lokalno sintezo v možganih (Slika 2) (1).  
Slika 2. Predpostavljena pot uravnavanja izločanja endogenega ouabaina, ki se najverjetneje izloča med gibanjem 
(19), pri stresnem odzivu (20) in tekom regulacije Na+ ionov in K+ ionov (21). Med gibanjem in stresom se sproži 
izločanje CRH iz hipotalamusa, posledično izločanje ACTH iz hipofize, kar povzroči izločanje ouabaina iz 
nadledvičnih žlez. Ouabain nato deluje zaviralno na izločanje IL-6 iz celic imunskega sistema (monociti, 
makrofagi, limfociti oz. nevtrofilci) in najverjetneje deluje zaviralno tudi na izločanje IL-6 iz mišičnih celic. Tudi 
povečana količina provnetnega citokina IL-6 v krvi povzroči sproženje negativne povratne zanke CRH-ACTH, s 
ciljem zmanjšanja prekomernega vnetnega odziva. Ob povišani količini K+ ionov oz. znižani količini Na+ ionov 
želi organizem to odstopanje od ionske homeostaze uravnati preko ledvic, z aktivacijo sistema renin-angiotenzin. 
Povečana količina izločanega angiotenzina II iz ledvic povzroči izločanje ouabaina iz nadledvične žleze (14, 15). 




Po sintezi v nadledvični žlezi in/ali hipotalamusu naj bi endogeni ouabain vstopil v cirkulacijo 
in deloval kot hormon. Eksperimentalni podatki kažejo, da ima domnevni endogeni ouabain 
več pomembnih funkcij.  
Endogeni ouabain najverjetneje deluje kot stresni hormon, saj je znano, da visoke koncentracije 
endogenega ouabaina korelirajo z visokimi koncentracijami kortizola, ki se tudi izloča med 
stresom (14). Njegovo pospešeno izločanje povezujejo s številnimi stresnimi stanji (22). 
Pomembno vlogo ima endogeni ouabain tudi pri uravnavanju imunskega sistema. Lahko deluje 
vnetno in protivnetno, kar je najverjetneje odvisno od njegove koncentracije in 
prisotnosti/odsotnosti vnetnega dražljaja (14). Zagotovo endogeni ouabain uravnava številne 
vnetne procese, kot so migracija celic, regulacija funkcij limfocitov in monocitov (proliferacija, 
apoptoza), prepustnost žilja in nastanek citokinov, sodeluje pa tudi pri nevroinflamaciji (14, 
23). Kako endogeni ouabain izzove tako vnetne kot protivnetne odzive, še ni znano (19).  
Izredno pomembna in doslej najbolj poznana funkcija endogenega ouabaina je njegov vpliv na 
kardiovaskularni sistem. Na kratkoročno in dolgoročno povišanje plazemskega endogenega 
ouabaina se srce in arterije odzovejo različno (24). Tudi drugi kardiotonični steroidi (npr. 
digoksin) sprožijo kratkoročni učinek na arterije in srce, vendar pa na kardiovaskularni sistem 
nimajo dolgoročnega učinka. Endogeni ouabain vpliva tudi na obnašanje in sposobnost učenja. 
Mehanizem vpliva še ni znan, lahko da gre zgolj za posledico nastajanja  endogenega ouabaina 
v možganih s ciljem uravnavanja cirkulacije in izločanja endogenega ouabaina iz nadledvičnih 
žlez (1).  
Edini znan receptor, na katerega se eksogeni oz. endogeni ouabain veže je natrij-kalijeva 










1.2 Natrij-kalijeva črpalka  
1.2.1 Struktura natrij-kalijeve črpalke 
NKA je transmembranski encim, vgrajen v celično membrano, ki so ga odkrili leta 1957. Spada 
v družino ATPaz tipa P in je prisotna na membrani živalskih celic (27, 28). NKA je 
heterodimerni integralni membranski protein, sestavljen iz dveh polipeptidnih verig, ki 










Slika 3. Struktura natrij-kalijeve črpalke, ki je heterodimerni integralni membranski protein, sestavljen iz A) 
polipeptidne verige iz 10 transmembranskih segmentov, ki predstavlja podenoto , B) polipeptidne verige s 
številnimi mesti za glikozilacijo, ki predstavlja  podenoto , C) regulatorne podenote FXYD (27). 
 
 
Podenota α, ki ima molekulsko maso 110 kDa, je sestavljena iz 10 transmembranskih odsekov. 
Na zunajceličnih delih odsekov vsebuje vezavna mesta za Na+ in ouabain oziroma druge 
kardiotonične steroide. Na znotrajceličnih delih odsekov vsebuje vezavna mesta za K+ in ATP 
(29). Podenota  je katalitska podenota odgovorna za transportno aktivnost encima (30). Pri 
sesalcih ločimo štiri izooblike podenote  in tri izooblike podenote  (29). Izooblika 1 je 
prisotna v glavnini tkiv, v nekaterih organih, kot so ledvice, pa predstavlja praktično edino 
izoobliko podenote α. Izooblika 2 se izraža v srcu, gladkih mišicah žilja, skeletnih mišicah (v 
človeških skeletnomišičnih celicah sta izoobliki NKA1 in NKA2 v razmerju 2:1), možganih, 
maščobnih celicah, hrustancu in kosteh. Izooblika 3 je zastopana predvsem v centralnem in 





Podenota β, ki ima v ne-glikozilirani obliki molekulsko maso 31,5 kDa, je polipeptidna veriga 
s številnimi mesti za glikozilacijo. Glikozilirana oblika podenote  ima molekulsko maso v 
razponu 35-75 kDa (29, 31). Podenota  ima funkcijo šaperona za podenoto  in je nujno 
potrebna za dozorevanje NKA in znotrajcelično signalizacijo (1). Struktura podenote  vpliva 
na afiniteto NKA do Na+ ionov, torej vpliva tudi na aktivnost NKA (32). Podenoti 1 in 2 
delujeta tudi kot adhezijski molekuli celice, preko katerih NKA stabilizira zunajcelične stike 
(30). Podenota 1 je prisotna v glavnini vseh tkiv. Izoobliki 2 in 3 se izražata v možganih, 
hrustancu, eritrocitih, poleg tega pa se 2  izraža tudi v srcu, 3 pa v pljučih. 
Minimalna funkcionalna NKA je sestavljena iz podenote  in podenote , lahko pa vsebuje tudi 
dodatno regulatorno podenoto FXYD, ki ima molekulsko maso 7-17 kDa (33-35). Podenota 
FXYD tkivno specfično uravnava aktivnost NKA oz. aktivnost NKA prilagodi specifičnim 
potrebam posameznega tkiva (32). Pri sesalcih ločimo sedem izooblik FXYD. FXYD1 se izraža 
predvsem v skeletnih mišicah, srcu in možganih, FXYD2 v ledvicah, FXYD4 v ledvicah in 
kolonu, FXYD6 in FXYD7 se izražata v možganih, FXYD3 in FXYD5 pa se izražata v 
normalnih celicah različnih tkiv in nekaterih rakavih celicah (32, 35). Podenote NKA se 
neodvisno sintetizirajo v endoplazemskem retikulumu in se v njem tudi povežejo v končno 
strukturo (28). 
1.2.2 Transportna vloga natrij-kalijeve črpalke  
Vloga NKA je, da z aktivnim transportom prenaša Na+ ione iz celice in K+ ione v celico ter pri 
tem pretvarja kemično energijo v delo. Tako vzdržuje električni membranski potencial, ki je 
potreben za številne celične funkcije, ki so odvisne od gradienta Na+ ionov (36). Ustvarjen 
gradient Na+ ionov med drugim omogoča kotransport glukoze z Na+ ioni in delovanje Na+/Ca2+ 
ionskega izmenjevalca (angl. Na+ /Ca2+ exchanger, NCX) (37).  
Tekom aktivnega transporta prenosa Na+ ionov in K+ ionov je NKA v dveh konformacijskih 
oblikah, encimski obliki 1 in encimski obliki 2. Encimska oblika 1 je znotrajcelično odprta 
oblika, ki ima na znotrajcelični strani dostopna vezavna mesta za katione in ima visoko afiniteto 
za Na+ ione in ATP. Encimska oblika 2 je zunajcelično odprta oblika NKA, ki ima na 
zunajcelični strani dostopna vezavna mesta za katione in visoko afiniteto za K+ ione. 






Slika 4. Shematski prikaz mehanizma transportne vloge NKA. Znotrajcelični Na+ ioni se vežejo na NKA s 
predhodno vezanim ATP (E1-ATP) in katalizirajo fosforilacijo NKA (E1-ATP-3Na+). Iz ATP nastane ADP, ki se 
odcepi. Trije Na+ ioni so sedaj zajeti v strukturo NKA (E1-P-3Na+). Pride do konformacijske spremembe iz oblike 
E1 v E2 (E2-P-3Na+). Na+ ioni zapustijo NKA na zunajcelični površini (v zunajcelični prostor) (E2-P). Iz 
zunajceličnega prostora se na NKA vežeta dva K+ iona (E2-P-2K+), ki povzročita defosforilacijo NKA. Torej se 
fosfat sprosti iz NKA nazaj v citoplazmo celice. NKA se zapre z zajetimi K+ ioni (E2-2K+). Na NKA se preko 
fosfatne skupine veže ATP, ki katalizira sprostitev K+ ionov v znotrajcelični prostor (oblika E1-ATP-2K+). Encim 
NKA se torej vrne iz oblike E2 v obliko E1, kot posledica razlike v vezavni energiji za ATP. NKA je nato 
pripravljena na vnovičen začetek cikla (28). E1 - encimska konformacijska oblika NKA 1 (znotrajcelično odprta), 
E2 - encimska konformacijska oblka NKA 2 (zunajcelično odprta), ATP - adenozin trifosfat, ADP - adenozin 
difosfat, P - fosfat. 
1.2.3 Signalna vloga natrij-kalijeve črpalke 
V 90. letih 20. stoletja so dokazali, da NKA ne deluje samo kot prenašalec ionov, ampak tudi 
kot prenašalec signalov (1, 30). V različnih celičnih linijah so dokazali, da je NKA, ki sicer 
nima intrinzične kinazne aktivnosti, v celični membrani v kar 25 % kolokalizirana z družino 
titozin kinaz Src, kar nakazuje na morebitno direktno interakcijo med njima (38).  
Interakcija NKA s Src 
Src so proto-onkogeni, ki igrajo pomembno vlogo v celični morfologiji, gibljivosti, proliferaciji 
in preživetju in vključujejo tirozin kinaze povezane z membrano (39, 40). Pretirano izražen in 
močno aktiviran Src je prisoten ob številnih rakavih boleznih (41). Do aktivacije Src pride ob 
vezavi zunajceličnih ligandov, kot so rastni faktorji in citokini na tirozin kinazne receptorske 
proteine številnih receptorjev (38, 40, 42). NKA je receptor kardiotoničnih glikozidov in z 
njihovo vezavo na NKA lahko pride do aktivacije Src (4, 38). Signalne poti, na katere vpliva 
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aktivacija Src so Ras/Raf/MEK/ERK1/2, PI3K/Akt/mTOR in IL-6/JAK/STAT3 signalna pot 












Slika 5. Shema A) neaktivne oblike Src, B) interakcije med neaktivno Src in NKA, C) interakcije med aktivno Src 
in NKA, D) vpliva aktivirane Src na signalne poti. A) Src so sestavljene iz N-terminalnega dela, domen (SH2, 
SH3, kinazna domena) in C-terminalnega regulatornega repa (40). Glavni fosforilacijski mesti Src sta Tyr 416, ki 
leži na kinazni domeni in Tyr 527, ki leži na C-terminalnem repu (40). Neaktivna oblika Src, ki predstavlja kar 
90–95 % Src v celici, je fosforilirana na mestu Tyr527. Fosforiliran Tyr527 se veže intramolekularno z lastno 
domeno SH2 (38). Do aktivacije Src pride z defosforilacijo Tyr527, avtofosforilacijo Tyr419 ter z direktno vezavo 
proteinskih ligandov na domeno SH2. Ko se te molekule vežejo, prekinejo inhibitorne intramolekularne interakcije 
neaktivne oblike Src (39). B) Src z NKA domnevno tvori funkcionalen signalni kompleks tako, da se SH2 in SH3 
domeni vežeta na drugo citosolno domeno NKA1 kar povzroči zaprtje konformacije v neaktivno obliko in s tem 
inhibicijo aktivnosti Src (38). C) V primeru, da pride do vezave na NKA, lahko pride do fosforilacije SH2 domene 
Src in posledično do pretvorbe Src v aktivno obliko. D) Aktivirana Src lahko proži signalne poti 
Ras/Raf/MEK/ERK1/2, PI3K/Akt/mTOR in STAT3. CTS - kardiotonični glikozid, KD - kinazna domena, P - 
fosfat, OUA - ouabain. 
 
Aktivacija signalne poti Ras/Raf/MEK/ERK1/2 (Ras/MAPK) preko NKA 
Vse evkariontske celice vsebujejo številne z mitogenom-aktivirane protein kinaze (angl. 
Mitogen acivated protein kinases, MAPK), ki imajo ključno vlogo pri celični diferenciaciji, 
celični proliferaciji, celični smrti, izražanju genov, mitozi, metabolizmu, preživetju in adaptaciji 
(45, 46). Dokazali so, da je ta signalna pot aktivirana pri nekaterih rakavih obolenjih (47) in da 
aktivacija te signalne poti (npr. z ouabainom) stimulira hipertrofijo srčnomišičnih celic in 
regulira transkripcijo genov, ki so znani kot označevalci hipertrofije srca (43). Signalna pot 
Ras/MAPK je lahko aktivirana preko kompleksa NKA-Src (48). Aktivirajo jo lahko številni 
rastni dejavniki in citokini, ki inducirajo dimerizacijo specifičnih receptorjev, ki se posledično 
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aktivirajo in avtofosforilirajo. Fosforiliran ostanek je specifično vezavno mesto za proteine, ki 
vsebujejo fosfo-tirozin vezavno domeno (npr. protein 2 vezan na receptor za rastni dejavnik, 
angl. Growth factor receptor-bound protein 2, Grb2) ali SH2 domeno (npr. Src) (Slika 6).  
Slika 6. Shema signalne poti Ras/Raf/MEK/ERK1/2. A) EGF se veže na receptor EGFR, kar povzroči njegovo 
dimerizacijo in fosforilacijo. B) Grb2 v citosolu tvori kompleks s SOS, ki spada med GEF, torej proteine, ki 
stimulirajo sprostitev GDP in posledično omogočijo vezavno mesto za GTP (48, 49). Grb2 v kompleksu s SOS se 
veže na fosforiliran ostanek avtofosforiliranega receptorja. C) SOS je ob tej vezavi dovolj blizu Ras, ki je vezan 
na membrano, da ga lahko aktivira. Ras je majhen GTP-vezavni protein, na katerem poteka izmenjava GDP (vezan 
na Ras) z GTP iz citoplazme (48, 49). D) Izmenjava nukleotidov povzroči konformacijsko spremembo Ras in mu 
posledično omogoči, da direktno interagira s svojimi tarčnimi efektorji ter jih fosforilira (Raf). E) Aktiviran Src 
lahko direktno aktivira Raf (50). Lahko pa, preko NKA aktiviran Src, transaktivira EGFR in povzroči aktivacijo 
Ras in posledično Raf (51). F) Obe poti aktivacije Raf povzročita fosforilacijo kinaze MEK1/2, G) ki fosforilirajo 
ERK1/2 (48). H) Aktiviran ERK1/2 potuje v jedro in fosforilira faktorje transkripcije, ki se vežejo na DNA in 
uravnavajo transkripcijo genov. ERK1/2 – z zunajceličnim signalom regulirana kinaza (angl. Extracellular signal-
regulated kinase), CTS - kardiotonični steroid, EGF - epidermalni rastni dejavnik (angl. Epidermal growth factor), 
EGFR - receptor za epidermalni rastni dejavnik (angl. Epidermal growth factor receptor), Grb2 - protein 2 vezan 
na receptor za rastni dejavnik (angl. Growth factor receptor-bound protein 2), SOS - na Ras delujoči dejavniki 
izmenjave gvaninskih nukleotidov (angl. Son of sevenless), GEF - dejavnik izmenjave gvaninskih nukleotidov 
(angl. Guanine nucleotide exchange factor). 
Aktivacija signalne poti PI3K/Akt/mTOR preko NKA 
Signalna pot PI3K/Akt/mTOR igra pomembno vlogo pri regulaciji sinteze proteinov in 
posledično pri celični rasti in proliferaciji (52). Aktivnost PI3K in s tem aktivnost signalne poti 
PI3K/Akt/mTOR je stimulirana z različnimi onkogeni in receptorji za rastne faktorje npr. z 
EGFR (angl. Epidermal growth factor receptor). Pomembno vlogo igra pri razvoju metabolnih 
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in rakavih bolezni. Povišana signalizacija preko PI3K je pomemben označevalec rakavih 
bolezni, kar je vodilo do razvoja številnih zaviralcev komponent te signalne poti (53, 54).  
NKA lahko preko aktivacije Src spodbudi aktivacijo signalne poti PI3K/Akt/mTOR (53, 55). 
Aktivirana Src regulira signalno pot tudi preko PTEN. Dokazali so, da je PI3K lahko aktiviran 
tudi z inhibicijo NKA neodvisno od aktivacije Src (56, 57). Domnevni mehanizem je direktna 
vezava SH3-p85 domene PI3K na s kardiotoničnimi glikozidi inhibirano  podenoto NKA. Ob 
inhibiciji NKA se aktiviran PI3K sprosti iz NKA in aktivira signalno pot (Slika 7) (58).  
Slika 7. Shema signalne poti PI3K/Akt/mTOR. A) vezava CTS in EGF na pripadajoča receptorja. B) Aktivacija 
PI3K preko NKA ali NKA-Src ali EGFR. C) Src lahko inaktivira PTEN, posledica česar je aktivacija Akt. Če je 
PTEN prisoten defosforilira PIP3 in tako prepreči fosforilacijo PDK1 in PDK2, kar prepreči aktivacijo Akt (59, 
60). D) Aktivirana PI3K pretvori PIP2 do PIP3 na celični membrani (61). E) PIP3 zagotavlja umestitvena mesta 
za PDK1 in PDK2, ki se preko PIP3 aktivirata. F) PDK1 fosforilira Akt na mestu Thr308, G) PDK2 pa naprej 
fosforilira proteinski kompleks RICTOR-mTORC2, ki nato H) fosforilira Akt na mestu Ser472. I) Aktiviran Akt 
inaktivira TSC1/2, kar omogoči inaktivacijo Rheb(GTP-aza), kar povzroči aktivacijo mTORC1 in posledično 
aktivacijo Akt. J) Glavni navzdoljni efektor Akt aktivirane preko PDK1, je proteinski kompleks RAPTOR-
mTORC1 (61).  K) mTORC1 fosforilira S6K1 (angl. Ribosomal protein S6 kinase), ki L) fosforilira S6RP (angl. 
Ribosomal protein). M) mTORC1 s fosforilacijo inaktivira 4E-BP1 (61), kar povzroči N) sprostitev 4E-BP1 iz 
eIF4E. CTS - kardiotonični steroid, EGF - epidermalni rastni dejavnik (angl. Epidermal growth factor), EGFR - 
receptor za epidermalni rastni dejavnik (angl. Epidermal growth factor receptor), PTEN - fosfatidilinozitol 3-
kinaza (angl. Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase), PIP2 - fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 
(angl. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate), PIP3 - fosfatidilinozitol-3,4,5-trisfosfat (angl. 
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate), 4E-BP1 - vezavni protein 1 evkariontskega dejavnika začetka 
translacije 4E (eIF4E)  (angl. Eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E)-binding protein 1), eIF4E - 
evkariontski dejavnik začetka translacije 4E (angl. Eukaryotic translation initiation factor 4E). 
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Aktivacija signalne poti IL-6/JAK/STAT preko NKA  
Prvotni dražljaji, ki aktivirajo signalno pot IL-6/JAK/STAT so citokini in rastni faktorji, ki se 
vežejo na pripadajoč receptor. Med Tyr kinazami, ki omogočajo fosforilacijo prenašalcev 
signalov in aktivatorjev transkripcije (angl. Signal transducer and activator of transcription, 
STAT), je sicer najbolj pomembna družina Janusovih kinaz (angl. Janus kinase, JAK), STAT 
pa lahko fosforilirajo tudi Tyr kinaze receptorja EGFR (42). Tudi preko NKA aktiviran Src 
lahko fosforilira STAT in tako sproži signalno pot IL-6/JAK/STAT. Glavna vloga STAT, kot 
komponente signalne poti IL-6/JAK/STAT, je sposobnost prenesti signal iz celične membrane 
do jedra s ciljem aktivirati transkripcijo gena (Slika 8) (62). STAT3 je dokazano vpleten v 
številna bolezenska stanja, kot so hipertrofija, fibroza in srčne nepravilnosti (63). Prekomerno 
izražanje STAT3 je bilo dokazano predvsem pri številnih rakavih boleznih in zato je 













Slika 8. Klasična signalna pot IL-6/JAK/STAT3. A) Vezava CTS na NKA ali vezava IL-6 na IL-6R. B) Tirozinski 
ostanek na proteinih STAT3 je fosforiliran preko JAK, ki je vezan na IL-6R ali preko Src vezanega na NKA. C) 
Dva monomera pSTAT dimerizirata in potujeta do jedra. D) Tam se vežeta na zaporedja, ki vsebujejo promotorja 
gena in sodelujeta z ostalimi trankripcijskimi proteini s ciljem uravnavati izražanje gena (42). 
1.3 Vpliv ouabaina na natrij-kalijevo črpalko 
Ouabain se veže na NKA in skupaj tvorita endokrini/parakrini sistem, ki bi lahko imel 
pomemben vpliv na fiziologijo večine ali celo vseh organov v telesu. Mehanizem delovanja 
tega sistema je kompleksen zaradi mnogih vlog domnevno endogenega ouabaina, ki doslej še 
niso popolnoma razjasnjene (1). Predpostavimo lahko, da ima ouabain dvojno vlogo. S svojo 
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vezavo na NKA hkrati inhibira kationski transport in vsaj delno neodvisno od inhibicije 
ionskega transporta povzroči prenos signala.  
1.3.1 Vpliv ouabaina na transportno vlogo natrij-kalijeve črpalke 
Obstaja korelacija med inibitornim efektom različnih kardiotoničnih steroidov na kationski 
transport ionov in na encimsko aktivnost. Za inhibicijo obojega je potrebna enaka konfiguracija 
encima NKA (65). Ouabain se selektivno veže na NKA konformacijske oblike E2P, na 
zunajcelične zanke NKA (1-2, 5-6, 7-8) in na aminokisline nekaterih transmembranskih regij 
(27, 28). Inhibicija NKA povzroči povišanje citosolne koncentracije Na+ ionov in znižanje 
citosolne koncentracije K+ ionov. To povzroči inhibicijo NCX, ki črpa tri Na+ ione v celico in 
en Ca2+ ion iz celice. Inhibicija NCX tako povzroči povišanje citosolne koncentracije Ca2+ 
ionov. Posledično pride do povečane moči mišične kontrakcije (Slika 9) (1, 24, 27, 66). 
 
Slika 9. Shematski prikaz mehanizma inhibicije NKA z ouabainom. A) NCX črpa Na+ ione v celico in Ca2+ ione 
iz celice.  B) Ob vezavi ouabaina na NKA se poveča koncentracija Na+ v celici. Zaradi potovanja ionov preko 
NCX v skladu z gradientom, manj Na+ ionov pride preko NCX  v celico in posledično Ca2+ ionov iz celice. C) Ker 
znotrajcelična koncentracija kalcija upade, se delovanje NCX upočasni, zato poraste koncentracija kalcija v 
citosolu, kar poveča moč kontrakcije. NKA - natrij-kalijeva črpalka, NCX - Na+/Ca2+ ionski izmenjevalec, OUA 
- ouabain.  
 
1.3.2 Vpliv ouabaina na signalno vlogo natrij-kalijeve črpalke 
Zadnje raziskave kažejo, da NKA lahko zazna nizke koncentracije ouabaina in neodvisno od 
transportne funkcije, deluje tudi kot prenašalec signala (67). Medtem ko NKA črpa ione z istim 
osnovnim mehanizmom v vseh celicah, obstajajo podobnosti in razlike v mehanizmu in 
posledicah prenosa signala v različnih tipih celic. Stimulacija signalne poti preko NKA, ki 
deluje kot receptor je enaka v različnih tipih celic (1, 30). Različna je nadaljnja signalizacija, ki 
posledično vodi do drugačnega vpliva. Do razlik prihaja zaradi: 1) različnih interakcij med 
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proteini različnih izooblik NKA, 2) različne občutljivosti izooblike NKA na začetni dražljaj, 3) 
različnega nivoja izražanja proteinov, ki interagirajo z NKA, v različnih celicah, 4) celično-
tkivno specifičnih nadaljnjih dogodkov, ki so sproženi z aktivacijo signalne poti (1, 36). Doslej 
je znano, da ouabain preko interakcije z NKA vpliva na določene proteine oz. komponente 
signalnih poti v različnih celicah (Preglednica 1). Ali ouabain sodeluje pri signalizaciji v 
skeletnih mišicah je zgolj delno raziskano (4).   
 
Preglednica I. Vrste celic in  z ouabainom aktivirane (komponente) signalne poti. 
Vrsta celic Aktivirane (komponente) signalne poti 
Epitelijske celice: 
- pasje ledvične celice (MDCK),  
- prašičje žilne endotelijske celice aorte 
(PAEC),  
- človeške popkovnične venske endotelijske 
celice (HUVEC),  
- adenokarcinom materničnega vratu 
(HeLa),  
- epitelijske celice karcinoma (Caco2). 
Src, EGFR,  Ras/Raf/MEK/ERK1/2 (68). 
Žilne gladko-mišične celice Src, EGFR, Ras/Raf/MEK/ERK1/2 (69) 
Ledvične celice Src, Ras/Raf/MEK/Erk1/2, PI-3K/Akt/mTOR (14, 
70, 71). 
Srčnomišične celice Src, EGFR, Ras/Raf/MEK/ERK1/2 (36, 71). 
Rakave celice: 
- dojke (BT20),  
- prostate (DU145). 
Src, Ras/Raf/MEK/ERK1/2 (70, 72).  
 
1.4 Endokrini sistem ouabaina in natrij-kalijeve črpalke v skeletni mišici  
Čeprav imajo številna tkiva večjo koncentracijo NKA (število NKA/masa tkiva) kot skeletne 
mišice, te vsebujejo največjo količino NKA v človeškem telesu, saj so največji organ, ki 
predstavlja kar 40 % celotne telesne mase (73-75). V mišičnem tkivu odraslega organizma je 
koncentracija NKA 150–600 (pmol/g mokre teže). 
V skeletnih mišicah se najpogosteje izraža NKA z izoobliko 2, kar je posebnost v primerjavi 
z drugimi tipi celic, ki v največji meri izražajo NKA z izoobliko 1. V skeletni mišici imata 
izoobliki 1 in 2 različno subcelično porazdelitev. Izooblika 1  predstavlja 20–40 % podenot 
 v skeletnih mišicah in se izraža na površinski sarkolemi, torej celični plazemski membrani, 
ki obdaja citoplazmo oz. sarkoplazmo (Slika 10). Izooblika 2 obsega 60-80 % podenot  in se 




Slika 10. Strukura skeletne mišice. Prirejeno po (77). 
Funkcijski pomen takšnega vzorca izražanja podenot  v skeletni mišici še ni povsem pojasnjen 
(78). V skeletni mišici se izraža izooblika FXYD1, ki igra pomembno vlogo pri kontraktilnosti 
mišic in regulaciji celičnega volumna in se v največji meri veže z 1 izoobliko (73, 79, 80). 
Izooblika 1 ima visoko afiniteto za vezavo K
+ ionov in posledično opravlja večinski del 
transporta ionov. Izooblika 2 ima nizko afiniteto do K
+ ionov in v mirujoči mišici ne deluje z 
maksimalno kapaciteto, vendar se njena aktivnost poveča med vzdraženjem membrane in 
akumulacijo K+ ionov v zunajceličnem prostoru (76).  
Endogeni ouabain nima vpliva samo na kardiovaskularni sistem, ki je posledica vpliva na 
transportno vlogo NKA, ampak sodeluje tudi pri uravnavanju imunskega sistema, kar 
pripisujemo njegovi sposobnosti aktivacije signalizacije. Glede na to, da domnevno endogeni 
ouabain vpliva na nastanek citokinov v imunskih celicah, nas je zanimalo, ali bi lahko vplival 
tudi na nastanek miokinov v skeletni mišici.  
Skeletne mišice niso samo organ, ki omogoča gibanje, ampak zadnja odkritja kažejo, da so tudi 
pomembno sekretorno tkivo, ki z izločanjem miokinov pomembno prispeva k prilagoditvi na 
gibanje (81, 82). Miokini so citokini in drugi peptidi, ki nastajajo, se izražajo in/ali izločajo iz 
mišic in posledično prožijo avtokrine, parakrine ali endokrine učinke (74, 82). Torej proteini 
nastali v skeletni mišici, ki niso izločeni v cirkulacijo lahko delujejo preko avtokrinega (vpliv 
na celico, ki ga je proizvedla) ali parakrinega (vpliv na sosednje celice) mehanizma in svoje 
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učinke na signalne poti vršijo v sami mišici. Prvi identificiran miokin je bil IL-6, ki se zraven 
drugih miokinov (Slika 11) izloča iz mišic kot prilagoditev na telesno aktivnost in se morebitno 
izloči v cirkulacijo ter s tem vpliva na metabolizem drugih tkiv in organov (74, 83-85). 
Slika 11. Citokini (miokini), katerih sekrecija iz skeletnih mišic se med telesno aktivnostjo (kontrakcijo) spremeni 
(74, 86-89). 
IL-6, eden najpomembnejših in najbolje opredeljenih miokinov, je 23,7 kDa velik glikoziliran 
protein, ki se ga količinsko največ izloči iz skeletnomišičnih celic, vendar se izloča tudi iz 
imunskih celic (13, 62). Do povišane koncentracije IL-6 pride v cirkulaciji med telesno 
aktivnostjo, ampak dokazano je, da v monocitih med vadbo ne pride do povečanega izražanja 
IL-6 mRNA (82). Torej mišične celice ne proizvajajo največ IL-6 v telesu samo zaradi svoje 
mase, ampak tudi ker se med telesno aktivnostjo izločanje IL-6 specifično poveča v mišicah, ki 
se krčijo (82).  
IL-6 se veže na receptorski kompleks IL-6R/gp130. IL-6R je 80 kDa velik transmembranski 
protein, ki ima vezavno mesto za IL-6, vendar samostojno ne more prenesti dražljaja v celico. 
Il-6R tvori kompleks z dvema proteinoma gp130, 130 kDa velikima glikoproteinoma, ki 
omogočata transdukcijo signala (90, 91). Največji delež IL-6R/gp130 se sicer izraža na 
imunskih celicah (monociti, nevtrofilci, limfociti T) in na hepatocitih, vendar je količinsko 
največje izražanje IL-6R/gp130 v skeletnih mišicah (62, 92). Glavne funkcije IL-6 so 
regulacija imunskega sistema, hematopoeze, vnetja in onkogeneze (93, 94).  IL-6 je edini 
miokin, ki zraven drugih vlog tudi sistemsko vpliva na imunski sistem in je zato pomemben 
vezni člen med vplivom domnevno endogenega ouabaina preko NKA na imunski sistem in med 
skeletno mišico.  
Endogeni ouabain se najverjetneje izloča iz nadledvične žleze ob telesni aktivnosti, ob kateri se 
iz skeletne mišice izločajo tudi miokini (IL-6) (19). Skeletna mišica je tkivo, ki je sposobno 
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spreminjati vrsto in količino proteina kot odziv na kontrakcijo skeletne mišice (telesno 
aktivnost). Koncentracija IL-6 med telesno aktivnostjo je v skeletnih mišicah stokrat večja kot 
v cirkulaciji (82). Obstaja negativna korelacija med količino redne telesne aktivnosti in 
koncentracije IL-6 v plazmi. Redna telesna aktivnost povzroči torej nižjo koncentracijo IL-6 v 
plazmi v mirujočem stanju. Telesna neaktivnost zato najverjetneje vodi do spremenjenega 
miokinskega odziva, kar bi lahko bil potencialni mehanizem za razvoj kroničnih bolezni (82).  
Glede na to, da skeletna mišica vsebuje največjo količino NKA, ima lahko prenos signala 
povzročen z ouabainom v skeletnih mišicah, v primeru posledičnega vpliva na proizvodnjo 
miokinov, izredno pomembno vlogo na celoten organizem. Ugotovitev, ali ouabain preko 
signalizacije vpliva na transkripcijo/translacijo/sekrecijo miokinov oz. na endokrino funkcijo 
mišice, je izrednega pomena, saj bi v primeru, da bi se ouabain izkazal kot inhibitor/aktivator 
izražanja IL-6, ouabain lahko uporabili kot zdravilo ali farmakološko tarčo za zdravljenje 




















2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Glede na isti stimulus izločanja IL-6 in ouabaina ter dejstvo, da skeletne mišice vsebujejo 
največjo količino NKA sklepamo, da ob gibanju skeletne mišice izločajo IL-6, kar bi lahko 
kompenzatorno sprožilo izločanje endogenega ouabaina iz nadledvične žleze s ciljem 
uravnavanja vnetnih procesov. Namen dela je ugotoviti, ali bo ouabain v skeletnomišičnih 
celicah vplival na izražanje svojega domnevno edinega receptorja NKA in ali bo aktiviral 
signalne poti, ki so lahko prožene preko NKA in so za odziv mišice na telesno aktivnost še 
posebej pomembne in/ali bi lahko sodelovale pri uravnavanju vnetnih procesov. Kot 
eksperimentalni model bomo uporabili človeške skeletnomišične celice in podganje 
skeletnomišične celice celične linije L6 ter določili izražanje proteinov z metodo prenos 
Western in izražanje genov z metodo RT-qPCR. Poskusi bodo izvedeni v okviru programa P3-
0043 in projektov J7-8276 in BI-RU/19-20-039. Za uporabo človeških skeletnomišičnih celic 
je bilo pridobljeno mnenje KME (0120-698/2017/4). 
Delovne hipoteze so: 
1. Ouabain zniža izražanje proteina NKA1 v človeških skeletnomišičnih celicah.  
2. Ouabain aktivira signalno pot Src-ERK1/2 in Akt/mTOR v človeških skeletnomišičnih 
celicah.  
3. Ouabain zavira signalno pot IL-6/JAK/STAT3 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
4. Ouabain ne vpliva na izražanje NKA1 in ne proži signalnih poti v podganjih 
skeletnomišičnih celicah. 
Obrazložitev hipotez: 
1. Ouabain preko NKA1 inhibira transport ionov, kar povzroči zmanjšanje K+ ionov in 
povečanje Na+ ionov v celici in posledično lahko upočasni translacijo. Poleg tega 
ouabain po vezavi na NKA, spodbudi endocitozo, kar lahko vodi v proteolizo. Na 
podlagi tega sklepamo, da bo prišlo ob obdelavi z oubainom, do znižanja koncentracije 
NKA1 v skeletnomišičnih celicah. 
2. Ouabain aktivira Src-ERK1/2 in Akt/mTOR signalno pot v različnih tipih celic, zato 
smo želeli preveriti, ali ouabain vpliva na te signalne poti tudi v človeških 
skeletnomišičnih celicah (1, 36).  
3. Prekomerno izražanje STAT3 je dokazano vpleteno v številna bolezenska stanja, kot so 
hipertrofija, fibroza in srčne nepravilnosti (63). Ouabain se uporablja za zdravljenje teh 
bolezenskih stanj, zato bi lahko sklepali, da preko znotrajcelične signalizacije 
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(neodvisno od vpliva na transportno funkcijo NKA) povzroči inhibicijo izražanja in 
fosforilacije STAT3 in tako inhibira signalno pot JAK/STAT3. IL-6, ki je glavni 
stimulator signalne poti IL-6/JAK/STAT3 se v veliki meri izloča iz skeletnih mišic med 
telesno vadbo, kadar se iz skeletnih mišic izloča tudi endogeni ouabain. Sklepamo, da 
bi se endogeni ouabain lahko sproščal z nadledvične žleze s ciljem znižanja izražanja 
IL-6, preko inhibicije signalne poti JAK/STAT3.  
4. Izooblika podenote 1 ima pri glodalcih zelo nizko afiniteto za vezavo z ouabainom 
oziroma je rezistentna na ouabain, zato vpliva ouabaina na izražanje NKA1 in 





















3. MATERIALI IN METODE 
Eksperimentalni del magistrske naloge smo v celoti izvedli v Laboratoriju za molekularno 
nevrobiologijo, na Inštitutu za patološko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v 
Ljubljani. Za delo s primarnimi človeškimi skeletnomišičnimi celicami smo imeli dovoljenje 
KME (0120-698/2017/4). 
3.1 Materiali 
Pri izvedbi dela smo uporabljali predpisane materiale, reagente in primerno vzdrževano in 
kalibrirano opremo. Zaradi večje preglednosti so oprema in materiali, ki smo jih uporabili, 
navedeni v preglednicah II in III.  
Preglednica II. Uporabljena oprema in pripomočki. 
Oprema Proizvajalec 
Analitska tehtnica AB54-S Mettler Toledo, Švica 
Avtoklav Kambič, Slovenija 
Centrifuga 5804R Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga CENTRIC 322A Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga Mini Spin Eppendorf, Nemčija 
Denzitometer GS-800 Bio-Rad, ZDA 
Elektronska pipeta Eppendorf, Nemčija 
Hladilnik Gorenje, Slovenija 
Inkubator Eppendorf, Nemčija 
Kaseta za elektroforezni prenos Bio-Rad Laboratories Inc., ZDA 
Kaseta za detekcijo Cronex, Hrvaška 
Laminarij Iskra Pio, Slovenija 
MACS CD56 microbeads Miltenyi Biotec, Nemčija 
MACS MS columns Miltenyi Biotec, Nemčija 
Membrana poliviniliden fluorid (PVDF) Immobilon, Nemčija 
Mešalnik Rotamix SHP-10 Tehtnica, Slovenija 
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Nemčija 
Naprava Programmable Thermal Controller MJ Research, Inc., ZDA 
Naprava za razvijanje filmov Curix 60 Agfa HealthCare, ZDA 
Naprava za varjenje vrečk Gorenje, Slovenija 
Pipete (5 mL, 100-1000 µL, 50-200 µL, 10-100 µL, 1-10 µL, 2 µL) Gilson, Francija 
Poliakrilamidni gel Bio-rad, ZDA 
Real Time PCR System 7500 Applied Biosystem, ZDA 
Rentgenski filmi AGFA, Belgija 
Serološke pipete (5mL, 10mL, 25mL) Cellstar, Avstrija 
Sistem za elekroforezo BioRad, Criterion Cell Bio-Rad Laboratories Inc., ZDA 
Sistem za prenos BioRad, Criterion Blotter BioRad Laboratories Inc., ZDA 
Skener HP Photosmart HP, Kitajska 
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Sonifikator UP50H Hielscher Ultrasonics, Nemčija 
Spektrofotometer Epoch Biotek, ZDA 
Stresalnik Sanyo, Japonska 
Tehtnica P1210N Mettler, Švica 
Termo stresalnik Eppendorf, Nemčija 
Vodna kopel VWR Scientific, ZDA 
Vortex Vibromix 10 Tehtnica, Slovenija 
Zamrzovalna posoda s tekočim dušikom Cryopal, Francija 
Zamrzovalnik (-20 °C) Liebherr, Nemčija 
Zamrzovalnik (-80 °C) VWR Scientific, ZDA 
 
Preglednica III. Uporabljene kemikalije, topila, reagenti. 
Kemikalija Proizvajalec 
-merkaptoetanol Carl Roth GmbH, Nemčija 
Bromofenol modro Sigma Aldrich, ZDA 
Dietil pirokarbonat (voda, obdelana z DEPC) Sigma Aldrich, ZDA 
Dimetil sulfoksid (DMSO) Gaylord Chemical Corporation, ZDA 
Dodatek glukoze Glutamax Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Dodatek vitaminov MEM vitamins solution Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Etanol Carl Roth GmbH, Nemčija 
E.Z.N.A. HP Total RNA Kit Omega Bio-tek, ZDA 
Glicerol Sigma Aldrich, ZDA 
Glicin Sigma Aldrich, ZDA 
Goveji serumski albumin  Sigma Aldrich, ZDA 
High capacity cDNA reverse transcriptase kit Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Master Mix Thermo Fisher Scientific, Litva 
Medij Advanced MEM Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Medij MEM alpha Gibco, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Metanol 100% AppliChem GmbH, Nemčija 
Mleko v prahu (nemastno) Pomurske mlekarne, Slovenija 
Natrijev azid Sigma Aldrich, ZDA 
Natrijev dodecil sulfat (angl. Sodium dodecyl sulfate, SDS) Sigma Aldrich, ZDA 
Natrijev klorid (NaCl) Sigma Aldrich, ZDA 
Ocetna kislina 100% AppliChem GmbH 
Pufrana fiziološka raztopina (PBS) Sigma Aldrich, ZDA 
Ponceau S Merck KGaA, Nemčija 
Reagent za detekcijo 1 – raztopina peroksida Thermo Scientific, ZDA 
Reagent za detekcijo 2– raztopina ojačevalca luminola Thermo Scientific, ZDA 
Sekundarna anti-kunčja protitelesa označena z encimom hrenova 
peroksidaza (HRP) 
Biorad, ZDA 
Sekundarna anti-mišja protitelesa označena z encimom hrenova 
peroksidaza (HRP) 
Biorad, ZDA 
Tripsin Thermofisher Scientific, ZDA 
Tris baza Sigma Aldrich, ZDA 
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Velikostni standard (Full Range Rainbow Protein Molecular Weight 
Marker) 
GE Healthcare, ZDA 
Vodikov klorid (HCl ) Sigma Aldrich, ZDA 
XT-MES Running Buffer 20x Biorad, ZDA 
3.2 Eksperimentalni model: kulture skeletnomišičnih celic 
Poskuse smo izvedli na človeških primarnih skeletnomišičnih celicah in na podganjih 
skeletnomišičnih celicah celične linije L6. Pri delu s celičnimi kulturami smo upoštevali pravila 
aseptičnega dela. 
3.2.1 Kultura človeških primarnih skeletnomišičnih celic 
Kulturo primarnih človeških skeletnomišičnih celic smo pripravili iz tkiva mišice 
semitendinosus. Mišično tkivo, ki ga tekom operacij rekonstrukcije križnih vezi rutinsko 
odstranijo in zavržejo, smo pridobili na Ortopedski kliniki UKC Ljubljana. Odvzeto mišično 
tkivo smo hranili pri 4 °C v 15 ml medija aMEM (angl. Advanced minimal essential medium), 
ki smo mu predhodno dodali 10 % fetalnega govejega seruma (angl. Fetal bovine serum, FBS).  
Po odstranitvi vezivnega in maščobnega tkiva smo mišično tkivo narezali na 0,5–1,0 mm velike 
koščke in jih encimsko razgradili z 0,25-% tripsinom v Earlovi solni raztopini (angl. Earle's 
balanced salt solution, EBSS) pri 37 °C, 30–45 minut, ob stalnem mešanju. Cilj tripsinizacije 
je bila sprostitev mišičnih satelitnih celic, ki smo jih prenesli v petrijevko in jim dodali rastni 
medij (Preglednica IV). Celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C, v atmosferi s 5 % CO2 in  
nasičeno vlažnostjo, 2-3 tedne brez menjave medija. Z metodo magnetnega celičnega 
razvrščanja smo ločili miogene celice, ki izražajo antigen CD56, od celic, ki tega antigena ne 
izražajo. Miogeno frakcijo (CD56+) smo prenesli in gojili v posodah za celične kulture ob 
prisotnosti rastnega medija. Preden so celice postale konfluentne, smo jih zamrznili v rastnem 
mediju z 10 %  dimetil sulfoksida (angl. Dimethyl sulfoxide, DMSO), v tekočem dušiku.  
3.2.2 Kultura podganjih skeletnomišičinih celic L6  
Kulturo podganjih skeletnomišičnih celic celične linije L6 smo pridobili iz zbirke American 
type culture collection (ATCC). Celice L6 smo gojili v rastnem mediju (Preglednica V). 
Odmrzovanje in priprava celic za poskus sta pri kulturah človeških in podganjih 
skeletnomišičnih celic potekali na enak način. 
Pred poskusom smo celice vzeli iz tekočega dušika in jih v vodni kopeli segreli na 37 °C. Celice 
smo gojili v posodah za gojenje celičnih kultur (T75) v rastnem mediju pri 37 °C, v atmosferi 
s 5 % CO2 in nasičeno vlažnostjo. Rastni medij smo zamenjali vsak drugi dan. Preden je prišlo 
do fuzije v mišične cevčice, smo s črpalko odstranili medij in celice dvakrat sprali s fosftatnim 
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pufrom z NaCl (angl. Phosphate-buffered saline, PBS). Po drugem spiranju smo celice 
inkubirali v tripsinu (1 minuta, 37 °C) in jih nato prenesli v posode s 6 vdolbinicami. Tako 
presajene celice smo inkubirali v rastnem mediju pri 37 °C, v atmosferi s 5 % CO2 in nasičeno 
vlažnostjo, in vsak dan preverjali njihovo gostoto. Ko so celice postale subkonfluentne, smo z 
znižanjem koncentracije FBS na 2 % (diferenciacijski medij, Preglednica IV in V) sprožili 
diferenciacijo v mišične cevčice (Slika 12).  
Preglednica IV. Sestava rastnega in diferenciacijskega medija za pripravo kultur človeških primarnih 
skeletnomišičnih celic. 
Sestava rastnega medija za človeške 
skeletnomišične celice 
Sestava diferenciacijskega medija za človeške 
skeletnomišične celice 
medij Amem medij aMEM 
10 % (v/v) FBS 2 % ( v/v) FBS 
0,3 % (v/v) fungizon 0,3 % (v/v) fungizon 
0,15 % (v/v) gentamicin 0,15 % (v/v) gentamicin 
 
Preglednica V.  Sestava rastnega in diferenciacijskega medija za pripravo kultur podganjih skeletnomišičnih celic 
celične linije L6. 
Sestava rastnega medija za celice L6 Sestava diferenciacijskega medija za celice L6 
medij MEM alpha medij MEM alpha 
10 % (v/v) FBS 2 % (v/v) FBS 
0,3 % (v/v) fungizon 0,3 % (v/v) fungizon 
0,15 % (v/v) gentamicin 0,15 % (v/v) gentamicin 
 
Slika 12. A) Primarna kultura diferenciranih človeških skeletnomišičnih celic pred poskusom, B) Kultura 
diferenciranih podganjih skeletnomišičnih celic  L6 pred poskusom (invertni mikroskop, 100-kratna povečava). 
3.3. Eksperimentalni pristop/protokol poskusov na celičnih kulturah 
Poskuse smo izvedli na sedmi dan diferenciacije (Slika 12). Pred izvedbo posameznega poskusa 
smo odstranili diferenciacijski medij in celice dvakrat sprali tako, da smo v vsako vdolbinico 
na plošči dodali 1 mL PBS in ga odstranili. Poskuse smo izvedli na tak način, da smo celice 
inkubirali z različnimi učinkovinami (Preglednica VI) v različnih razmerah. Človeške skeletne 
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mišične celice smo za posamezen poskus izbrali čim bolj reprezentativno, torej da so donorji 
bili moški in ženske različnih starosti (2, 8, 11, 12, 14, 19, 23, 25, 26, 29, 33, 35, 38, 45, 67 let). 
Na človeških skeletnomišičnih celicah smo izvedli poskuse 1-4, na podganjih pa poskus 5.  
Poskus 1 – koncentracijska odvisnost 
Človeške skeletnomišične celice smo inkubirali z naraščajočimi koncentracijami ouabaina (1 
nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM), ki smo jih pripravili v mediju aMEM z dodatkom 1,2 % 
vitaminov (v/v) in 1,2 % glutamata (v/v). V vsako vdolbinico na plošči smo odpipetirali medij 
z določeno koncentracijo. Plošče smo inkubirali 24 h v inkubatorju pri 37 °C, v atmosferi s 5 
% CO2 in nasičeno vlažnostjo (Slika 13-A).  
Poskus 2 – časovna odvisnost  
Človeške skeletnomišične kulture smo inkubirali z ouabainom s koncentracijo 50 nM v 
različnih časovnih točkah (1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h). Pripravili smo 50 µM raztopino ouabaina, 
tako da smo 100 µM založno raztopino redčili z DMSO, v razmerju 1:1. Na ploščo smo v vsako 
vdolbinico dodali 1,5 mL medija aMEM (z dodatkom 1,2 % (v/v) vitaminov in 1,2 % (v/v) 
glutamata) in ob vsaki časovni točki dodali 1,5 µL ouabaina s koncentracijo 50 µM v ustrezno 
vdolbinico. V vdolbinico na mestu bazalno smo dodali 1,5 µL DMSO. Plošče smo vmes 
inkubirali v inkubatorju pri 37 °C, v atmosferi s 5 % CO2 in nasičeno vlažnostjo (Slika 13-B). 
Poskus 3 – inhibicija translacije in proteolize 
Človeške skeletnomišične kulture smo inkubirali z učinkovinami MG132 (v DMSO), 
puromicinom (v demineralizirani vodi), ouabainom (v DMSO) in kombinacijami ouabaina z 
MG132 in puromicinom istih koncentracij (Preglednica VI). Učinkovine določenih 
koncentracij smo pripravili v mediju aMEM (z dodatkom 1,2 % (v/v) vitaminov in 1,2 % (v/v) 
glutamata). Čas inkubacije celic s puromicinom in MG132 je trajal 25 h, z ouabainom pa 24 h. 
Pri kombinaciji učinkovin smo dodali puromicin in MG132 1 h prej kot ouabain. Po 1 h smo 
dodali ouabain in 24 h inkubirali v inkubatorju pri 37 °C, v atmosferi s 5 % CO2 in nasičeno 
vlažnostjo (Slika 13-C). 
Poskus 4 –  inhibicija/aktivacija receptorja za IL-6 
Človeške skeletnomišične kulture smo inkubirali z učinkovinami tocilizumabom (angl. 
Tocilizumab, TCB), IL-6, ouabainom in kombinacijama ouabaina in IL-6 ter TCB in IL-6 
enakih koncentracij (Preglednica VI). Bazalna raztopina je vsebovala medij aMEM (z 2% FBS) 
in DMSO (vdolbinica I na plošči). Raztopino ouabaina (v DMSO) v mediju aMEM (z 2% FBS) 
smo dodali v vdolbinici IV in V na plošči. V vdolbinice II, III, VI smo dodali svež medij aMEM 
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(z 2% FBS). Inkubirali smo 20 h v inkubatorju pri 37 °C, v atmosferi s 5 % CO2 in nasičeno 
vlažnostjo. Po 20 h smo vdolbinico I spirali s PBS in dodali novo bazalno raztopino, ki je bila 
sestavljena iz medija aMEM, DMSO in PBS. Vdolbinico III smo spirali s PBS in dodali medij 
aMEM. Vdolbinici IV in V smo spirali s PBS in dodali raztopino ouabaina (v DMSO) v mediju 
aMEM. Vdolbinici II in VI smo spirali s PBS in dodali raztopino TCB (v PBS). Inkubirali smo 
3 h 45 min v inkubatorju pri 37 °C, v atmosferi s 5 % CO2 in nasičeno vlažnostjo. Po inkubaciji 
smo v medij vdolbinic III, V in VI dodali IL-6 (v BSA). V vdolbinico I smo dodali samo BSA 
in inkubirali 15 min pri 37 °C, v atmosferi s 5 % CO2 in nasičeno vlažnostjo (Slika 13-D). 
Poskus 5 – koncentracijska odvisnost 
Podganje skeletnomišične kulture smo inkubirali z naraščajočimi koncentracijami ouabaina (1 
nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM), ki smo jih pripravili v mediju MEM alpha. Medije s 
posameznimi koncentracijami ouabaina smo odpipetirali v ustrezne vdolbinice na plošči. Plošče 
smo inkubirali 24 h v inkubatorju pri 37 °C, v atmosferi s 5 % CO2 in nasičeno vlažnostjo. 










Slika 13. Shema poskusov: A) koncentracijska odvisnost, B) časovna odvisnost, C) inhibicija translacije in 
proteolize, D) inhibicija/aktivacija receptorja za IL-6. 
Preglednica VI. Uporabljene učinkovine. 
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Po izvedbi poskusa smo medij iz posamezne vdolbinice plošče odpipetirali v primerno 
označene mikrocentrifugirke in jih shranili na -80 °C. Celice smo dvakrat sprali s PBS, ga 
odstranili in plošče dali v zamrzovalnik na -80 °C. Glede na to, kaj je bil naš cilj dokazovanja 
s posameznim poskusom, smo na obdelanih človeških skeletnomišičnih celicah izvedli metodo 
RT-qPCR ali metodo WB.  
3.4 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo z reverzno transkripcijo  
Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo z reverzno transkripcijo (angl. Quantitative reverse 
transcriptase–polymerase chain reaction, RT-qPCR) vključuje metodo reverzne transkripcije 
(Reverse transcription, RT) in metodo kvantitativne verižne reakcije s polimerazo (Quantitative 
polymerase chain reaction, qPCR).  
3.4.1 Priprava vzorcev RNA 
Izhodiščni material za metodo RT-qPCR je bila RNA iz celic, na katerih smo predhodno 
naredili poskus. Za ekstrakcijo RNA iz celic smo uporabili komplet E.Z.N.A. HP Total RNA, 
ki temelji na reverzibilni vezavi RNA na matriks v kolonah. Celice smo lizirali v 
denaturacijskih razmerah, ki inaktivirajo RNaze. Po homogenizaciji liziranih vzorcev s 
centrifugiranjem smo jih prenesli v kolone za homogenizacijo (angl. HiBind RNA homogenizer 
mini column) in centrifugirali, da smo odstranili genomsko DNA. Filtrat smo prenesli v kolone 
za vezavo RNA (angl. HiBind RNA mini column), jih centrifugirali in sprali s pufroma za 
spiranje I in II, da smo odstranili ostanke celic in druge kontaminante. RNA smo eluirali z vodo, 
obdelano z DEPC.  
3.4.2 Določanje koncentracije RNA 
Koncentracijo RNA v vzorcih smo določili z merjenjem absorbance RNA s spektrofotometrom 
Epoch pri valovni dolžini 260 nm. Kot slep vzorec smo uporabili vodo, obdelano z DEPC, ki 
je predstavljala negativno kontrolo. Določili smo razmerje med absorbanco vzorca pri svetlobi 
valovne dolžine 260 nm (maksimalna absorbcija RNA) in med absorbanco vzorca pri svetlobi 
valovne dolžine 280 nm (maksimalna absorbcija proteinov). Vzorci imajo primerno čistost, če 




3.4.3 Reverzna transkripcija 
Je metoda, s katero z encimom reverzna transkriptaza sintetiziramo verigo cDNA, ki je 
komplementarna verigi RNA v vzorcu. Glede na določene koncentracije RNA smo izračunali 
potreben volumen vsakega vzorca tako, da smo imeli v vsakem vzorcu enako koncentracijo 
RNA (200 ng). V mikrocentrifugirke smo odpipetirali izračunane volumne posameznih vzorcev 
in jih dopolnili z vodo, obdelano z DEPC, do izbranega volumna 20 µL. V vsako 
mikrocentrifugirko smo dodali 20 µL pripravljene osnovne zmesi (Preglednica VII). Posebej 
smo pripravili osnovno zmes za RT-, kamor nismo dodali encima. Prepis iz mRNA v cDNA je 
trajal 2 uri in 15 minut v napravi Programmable Thermal Controller, s programom AB-RT-4S 
v treh fazah. Faza I je trajala 10 min pri temperaturi 25 ⁰C, faza II 120 min pri temperaturi 37 
⁰C in faza III 4 min. Vzorce smo nato shranili na -20 ⁰C.  
Preglednica VII. Sestava osnovne zmesi (komplet High capacity cDNA reverse transcriptase kit) za postopek 
reverzne transkripcije za en vzorec in RT-. 
Komponenta Vzorec RT- 
10x pufer za reverzno transkripcijo 4 μL 4 μL 
25x mešanica dNTP-jev 1,6 μL 1,6 μL 
10x začetni oligonukleotid za reverzno transkripcijo  4 μL 4 μL 
Reverzna transkriptaza  2 μL / 
Inhibitor Rnaz 1 μL 1 µL 
Voda obdelana z DEPC 7,4 μL 9,4 μL 
Celokupni volumen 20 μL 20 µL 
 
3.4.4 Kvantitativna verižna reakcija s polimerazo v realnem času  
Metoda qPCR nam omogoča kontinuirano spremljanje reakcije z merjenjem količine produkta 
PCR v vsakem ciklu. Temelji na merjenju fluorescence nastalih produktov. Določali smo 
izražanje štirih tarčnih genov IL-6, NKA1, NKA2 in NKA3. Izražanje treh hišnih genov 
(endogenih kontrol), ciklofilina (angl. Cyclophilin, PPIA), S18 ribosomske RNA (angl. 18S 
ribosomal RNA, 18S rRNA) in beta aktina (angl. Beta actin, ACTB), smo določili za z 
ouabainom obdelane vzorce, za neobdelane vzorce smo uporabili samo endogeno kontrolo 
ACTB (preglednica VIII). Za vsak gen posebej smo pripravili testno zmes (angl. Assay mix). V 
mikrocentrifugirko smo odpipetirali vodo, obdelano z DEPC, dodali 2x osnovno zmes (angl. 




Preglednica VIII. Uporabljeni testi genskega izražanja.  
Testi genskega izražanja Proizvajalec Kataloška številka 
Test  za izražanje gena 18S rRNA Applied biosystems, Velika Britanija Hs99999901_s1 
Test za izražanje gena beta aktin (ACTB) Thermo Fisher Scientific, ZDA Hs99999903_m1 
4352931E 
Test za izražanje gena ciklofilin A (PPIA) Thermo Fisher Scientific, ZDA Hs99999904_m1 
Test za izražanje gena IL-6 Thermo Fisher Scientific, ZDA Hs00174131_m1 
Test za izražanje gena NKAα1 (ATP1A1) Thermo Fisher Scientific, ZDA Hs00167556_m1 
Rn01533986_m1 
Test za izražanje gena NKAα2 (ATP1A2) Thermo Fisher Scientific, ZDA Hs00265131_m1 
Rn00560789_m1 
Test za izražanje gena NKAα3 (ATP1A3) Thermo Fisher Scientific, ZDA Hs00958036_m1 
Rn00560813_m1 
 
Na ploščo za qPCR s 96-vdolbinami smo po predhodno pripravljeni shemi razporeditve vzorcev 
odpipetirali 18 µL testne zmesi. Vzorce cDNA smo pred nanosom premešali in odpipetirali 2 
µL vsakega vzorca v duplikatu po shemi. Kontrolo pravilnosti samega pomnoževanja je 
omogočila RT-, kontrolo samega dela oz. kontaminacije z DNA pa je predstavljala negativna 
kontrola (NTC) (Preglednica IX). Tako pripravljeno ploščo za qPCR s 96-vdolbinami smo 
prelepili z zaščitno prozorno folijo in jo centrifugirali 2 min na 1000 rpm. Za izvedbo qPCR 
smo uporabili napravo 7500 Real Time (q)PCR System.  
Preglednica IX. Sestava testne zmesi za en vzorec, RT- in NTC z dodano vzorčno cDNA in vzorčno RT-. 
Komponenta Vzorec RT- NTC 
Voda obdelana z DEPC 7 µL 7 µL 9 µL 
2x osnovna zmes 10 µL 10 µL 10 µL 
Test za gen 1 µL 1 µL 1 µL 
Vzorčna cDNA 2 µL / / 
Vzorčna RT- / 2 µL / 
 
3.4.5 Relativna kvantifikacija genskega izražanja 
Po analizi smo preverili standardne deviacije pri duplikatih vseh vzorcev in izračunali 
povprečen pražni cikel (Threshold Cycle, Ct) duplikatov. S programom LinReg PCR smo 
določili učinkovitost reakcije za vsak posamezen gen (angl. Efficency, E) in jih upoštevali pri 
izračunu. Za statistično analizo smo uporabili razmerje med tarčnim genom in izbranim hišnim 
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genom za posamezni vzorec. Za izračun razmerja tarčni gen / hišni za posamezen vzorec smo 
uporabili enačbo 1. 
(tarčni gen hišni gen⁄ )vzorca=(𝐸𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑖 𝑔𝑒𝑛
povprečen Ct𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑖 𝑔𝑒𝑛 𝐸ℎ𝑖š𝑛𝑖 𝑔𝑒𝑛
povprečen Ctℎ𝑖š𝑛𝑖 𝑔𝑒𝑛⁄ )(1) 
Izračunali smo povprečne Ct-je vsem trem hišnim genom (PPIA, 18S rRNA, ACTB) posebej 
in izračunali njihovo geometrijsko sredino (96). Za statistično analizo smo uporabili razmerje 
med preiskovanim genom in geometrijsko sredino vseh treh hišnih genov (za obdelane celice) 
ali razmerje med preiskovanim genom in izbranim tarčnim genom (za neobdelane celice).  
3.5 Prenos western  
3.5.1 Priprava vzorcev 
Zamrznjene plošče s 6 vdolbinicami (-80 °C) smo dali na pladenj z ledom in v vsako vdolbinico 
odpipetirali 150 µL LB (1x), ki smo ga pripravili iz LB (4x) (Preglednica X). V vsaki vdolbinici 
smo pufer LB (1x) s strgalom razporedili po celotni površini posamezne vdolbinice in temeljito 
postrgali celice s površine posamezne vdolbinice. Postrgane celice vsake vdolbinice smo 
prenesli v predhodno označene ujemajoče se mikrocentrifugirke. Vsak vzorec smo 
homogenizirali s sonifikatorjem s 15 pulzi. Vzorce smo stresali v termo stresalniku za 20 minut, 
pri temperaturi 56 °C pri 600 rpm.  
Preglednica X. Sestava LB (4x) in namen posameznih komponent. 
Sestavna komponenta Količina Namen 
Natrijev dodecil sulfat 
(SDS) 
4,00 g Nespecifična vezava na proteine in njihova denaturacija do 
polipeptidnih verig. Dodatek negativnega naboja proteinom, 
sorazmerno njihovi molekulski masi. 
Tris-HCl 10 mL Zagovitev pufrske kapacitete. 
Bromofenol modro 0,1 g Z obarvanostjo olajšanje nanosa vzorcev na gel, omogočanje 
spremljanja potovanja nanešenih vzorcev tekom elektroforeze. 
Glicerol 20 g Povečanje gostote LB, omogočenje zbiranja proteinov na dnu 
žepkov na gelu pred elektroforezo (deluje kot oteževalec). 
-merkaptoetanol 10 mL Prekinitev disulfidnih vezi v proteinih, razbitje proteinov do 
enake oblike. 
Demineralizirana voda do 50 mL Redčitev. 
 
3.5.2 Gelska elektroforeza 
Proteine iz pripravljenih vzorcev smo ločili glede na molekulsko maso z gelsko elektroforezo 
SDS-PAGE. Za elektroforezo smo uporabili pufer za ločevanje proteinov (angl. XT MES 
Running buffer) z redčenjem 20x založne raztopine z demineralizirano vodo. Glede na število 
vzorcev smo izbrali 4-12-% Bis-Tris gradientni poliakrilamidni gel (Criterion™ XT). Sprali 
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smo ga z demineralizirano vodo ter s tem odstranili morebitne ostanke odvečnega gela. 
Poliakrilamidni gel smo pravilno namestili v sistem za elektroforezo (angl. Biorad Criterion 
cell), v katerega smo do oznake nalili prej pripravljen pufer za ločevanje proteinov. Pufer za 
ločevanje proteinov smo dolili tudi v kadičko na gelu, kjer so bili žepki, in rahlo privzdignili 
gel. Previdno smo odstranili glavniček, ki je ščitil žepke na gelu. S pufrom za ločevanje 
proteinov smo sprali vsak žepek in tako odstranili morebitne ostanke gela. 
V žepke za vzorce smo odpipetirali vzorce (30-40 µL) in označevalec molekulske mase (2,5-5 
μl, angl. Full Range Rainbow Protein Molecular Weight Marker). Med potekom elektroforeze 
(pri 200 V) smo lahko zaradi vzorcem dodanega barvila bromofenol modro opazovali potovanje 
vzorcev proteinov po gelu (Slika 14). Proteini iz vzorca so imeli negativen naboj zaradi 
nespecifične vezave SDS na polipeptidne verige in so potovali po gelu od negativno nabite 
katode proti pozitivno nabiti anodi. Tekom potovanja so se proteini ločili po velikosti. 
Najhitreje se potovali majhni proteini, ki so prepotovali daljšo razdaljo kot veliki proteini. 
Sistem za elektroforezo smo odklopili iz vira napetosti približno po 40 min oz. ko so proteini 
iz vzorca dosegli dno gela.  
Slika 14. Shema pripravljenega sistema za elektroforezo. 
3.5.3 Prenos proteinov z gela na membrano 
Izrezali smo del poliviniliden fluoridne (PVDF) membrane velikosti 15 cm x 8,5 cm. 
Membrano smo za nekaj sekund namočili v 100-% metanol in jo s tem aktivirali, nato smo jo 
sprali v demineralizirani vodi in jo dali v pufer za prenos (Preglednica XI). V sistem za prenos 
(Criterion blotter, BioRad) smo dali magnetno mešalo, hladilni vložek in predhodno pripravljen 
in ohlajen pufer za prenos. Po končani elektroforezi smo gel vzeli iz sistema za elektroforezo 
in odstranili plastični okvir, v katerem je bil gel. Na gel smo pravilno usmerjeno položili PVDF 
membrano. Na drugo stran gela in membrane smo položili filter papir, prepojen s pufrom za 
prenos. V kaseto smo najprej dali gobico, nato pa vse prej pripravljene plasti: filter papir, gel, 
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membrano, filter papir (Slika 15). Previdno smo povaljali zgornjo plast, da smo odstranili 
morebitne mehurčke zraka, ki bi lahko nastali med gelom in membrano. Na vrh smo položili 
gobico in kaseto zaprli. 
Kaseto za prenos smo pravilno usmerjeno namestili v sistem za prenos, tako da je bila zgornja 
stran kasete v stiku s pozitivno nabito anodo. Sistem za prenos smo s pufrom za prenos dopolnili 
do na posodi označenega volumna. Na tako pripravljen sistem za prenos smo namestili pokrov 
in ga priklopili na konstanten vir napetosti 100 V. Pod vplivom električnega polja so negativno 
nabiti proteini potovali od negativno nabite katode proti pozitivno nabiti anodi, posledično torej 
iz gela na membrano (Slika 15). Prenos je potekal  1 h -1,5 h.  
Slika 15. Shema pripravljenega sistema za prenos. 
Preglednica XI. Sestava pufra za prenos. 
Kemikalija Količina Namen 
Tris baza 3,79 g Zagotovitev primernega pH. 
Glicin 18,02 g Ohranitev pH, preprečevanje poškodb beljakovin 
med prenosom. 
Metanol (100-%) 100 mL Odstranitev SDS iz proteinov na gelu, kar omogoča 
vezavo proteinov na membrano. 
SDS (10-%) 1 mL Ohranitev proteinov v razvitem stanju. 
Demineralizirana voda 2 L Redčitev. 
 
3.5.4 Barvanje membrane z barvilom Ponceau S 
Po končanem prenosu na membrano smo membrano sprali v pufru fiziološke raztopine z dodano 
bazo Tris in Tween-20  (angl. Tris-buffered saline with Tween, TBST) (Preglednica XII in XIII). 
Membrano smo trikrat sprali v 5-% (v/v) ocetni kislini. Membrano smo dali v barvilo Ponceau 
S in inkubirali pet minut na stresalniku, da se je barvilo reverzibilno in nespecifično vezalo na 
proteine. Po inkubaciji s Ponceau S smo membrano trikrat sprali s 5- % (v/v) ocetno kislino na 
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stresalniku, s čimer smo zmanjšali ozadje in poudarili obarvanost proteinov. Membrano smo 
skenirali na barvnem skenerju (Slika 16).  
Preglednica XII. Sestava fiziološke raztopine z dodano Tris- bazo (TBS). 
Kemikalija Količina Namen 
Tris baza 48,4 g Zagotovitev pufrske kapacitete. 
NaCl 160 g Zagotovitev izotoničnih pogojev. 
HCl 24 mL Uravnavanje pH do željene vrednosti. 
Demineralizirana voda Dopolnitev do 1 L Redčitev. 
 
 
Preglednica XIII. Sestava pufra fiziološke raztopine z dodano Tris-bazo in Tween-20 (TBST).  
Kemikalija Količina Namen 
TBS 100 mL Založna raztopina 
Tween-20 400 µL Detergent 




Slika 16. Membrana, obarvana z barvilom Ponceau S. 
3.5.5 Inkubacija s primarnimi in sekundarnimi protitelesi 
S spiranjem membrane s TBST na stresalniku smo odstranilo barvilo Ponceau S. Temu je 
sledilo blokiranje v 7,5-% (w/v) raztopini posnetega mleka v prahu v pufru TBST. Namen pufra 
za blokiranje je nasičenje nespecifičnih vezavnih mest na membrani. S tem smo omogočili, da 
so se lahko primarna protitelesa vezala samo na preučevane proteine. Po eni uri inkubacije smo 
membrano spirali s TBST, s čimer smo odstranili nevezane ostanke mleka na membrani. 
Membrano smo glede na molekulsko maso tarčnih proteinov narezali po dolžini na več kosov. 
Posamezne dele membrane smo dali v vrečke primerne velikosti in vanje odpipetirali raztopino 
ustreznih protiteles, specifičnih za preučevani protein. Raztopina protiteles je sestavljena iz 



























smo redčili s pufrom za protitelesa do želene redčitve. Vrečke z membranami in raztopinami 
protiteles smo čez noč inkubirali na stresalniku, v hladni sobi na 4 °C. 
Preglednica XIV. Pufer za primarna protitelesa. 
Kemikalija Količina Namen 
BSA 250 mg Stabilizacija protiteles in blokiranje. 
Na-azid 250 mg Prezervacija raztopine (preprečitev rasti 
mikroorganizmov). 
TBS 1X Dopolnitev do 250 mL Zagotovitev pufrske kapacitete. 
 













fosfo-STAT3  Tyr705 Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 
#9145 kunec monoklonsko 1:2000 79,  
86 
STAT3  / Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 
#4904 kunec monoklonsko 1:2000 79, 
86 
fosfo-p44/42 
MAPK (ERK1/2)  
Thr202/Tyr204 Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 




/ Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 
#4695 kunec monoklonsko 1:1000 42, 
44 
fosfo-4E-BP1  Thr37/46 Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 
#2855 kunec monoklonsko 1:1000 15-20 
4E-BP1 / Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 
#9644 kunec monoklonsko 1:1000 15-20 
Na,K-ATPaza α1 / Merck, Nemčija 05-369 miš  monoklonsko 1:1000 100 
Na, K-ATPaza α2 / Merck, Nemčija #AB9094-I kunec poliklonsko 1:4000 100 
fosfo-Src Tyr 527 Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 




Ser(235/236) Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 
#2211 kunec poliklonsko 1:1000 32 
S6 ribosomalni 
protein 
/ Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 
#2217 kunec monoklonsko 1:1000 32 
fosfo-p70 S6 
kinaza 
Thr389 Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 
#9205 kunec poliklonsko 1:1000 70, 
85 
Akt / Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 
#4691 kunec monoklonsko 1:1000 60 
fosfo-Akt Ser473 Cell Signaling 
Technology, 
ZDA 
#4060 kunec monoklonsko 1:2000 60 
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Naslednji dan smo iz vrečk odstranili raztopino protiteles in kose membran spirali s TBST 
trikrat po 10 minut na stresalniku ter tako odstranili nevezana protitelesa. Pripravili smo 
raztopino sekundarnih protiteles, sestavljeno iz raztopine 5-% (w/v) mleka v prahu, 
raztopljenega v pufru TBST, in iz sekundarnih protiteles ustrezne redčitve. Uporabili smo 
sekundarna protitelesa, konjugirana s hrenovo peroksidazo (angl. Horseradish peroxidase, 
HRP), proti mišjim in kunčjim primarnim protitelesom. Membrane smo inkubirali eno uro na 
stresalniku in pri sobni temperaturi v raztopinah sekundarnih protiteles. Nato smo jih spirali 
trikrat po 10 minut v TBST, da smo odstranili nevezana sekundarna protitelesa.  
3.5.6 Detekcija na membrano vezanih protiteles 
Detekcijo smo izvedli z metodo ojačane kemiluminiscence (angl. Enhanced 
chemiluminescence, ECL), ki temelji na reakciji oksidacije luminola z vodikovim peroksidom, 
katalizirani z encimom HRP (Slika 17). Produkt reakcije je 3-aminoftalat, ki pri prehodu v 
osnovno energetsko stanje odda svetlobo valovne dolžine 425 nm, ki jo zajamemo na rentgenski 
film (97). 
Slika 17. Princip detekcije z ECL. 
V centrifugirki smo v razmerju 1 : 1 združili reagenta, ki omogočata nastanek 
kemiluminiscenčne reakcije. To sta reagent 1, ki je raztopina vodikovega peroksida in reagent 
2, ki je raztopina ojačevalca luminola. Kose membran smo po nanosu raztopine reagentov 
inkubirali 1 minuto in jih nato prenesli v kaseto za detekcijo. V temnici smo v kaseto vložili 
rentgenski film (AGFA), ga za izbran čas izpostavili kemiluminiscenčni reakciji in ga vložili v 
razvijalec (Curix 60). Na razvitem filmu smo označili velikostne standarde, datum, čas 
izpostavljenosti, preučevani protein, oznako membrane in uporabljeno redčitev primarnih in 
sekundarnih protiteles (Slika 18). Rentgenske filme smo posneli z denzitometrom GS-800 in 




Slika 18. Primer rentgenskega filma po detekciji. 
3.6 Statistična obdelava podatkov 
Rezultate smo statistično obdelali v programu GraphPad Prism 6. Znotraj posameznega 
poskusa smo primerjali vsako kategorijo vzorcev z istim načinom obdelave s kategorijo vzorcev 
z bazalnimi (kontrolnimi) pogoji. Rezultate smo prikazali kot povprečno vrednost ± standardna 
napaka povprečja (SEM – angl. Standard Error of the Mean).  Pri tem smo uporabili test 
enosmerno analizo variance (angl. One-way Analysis of Variance, ANOVA), ki ji je sledil 
Dunnettov post hoc test. Upoštevana meja statistične značilnosti med kategorijami je bila p < 












4.1 Vpliv ouabaina na izražanje NKA1 v kulturi človeških skeletnomišičnih 
celic  
V človeških skeletnomišičnih celicah se izraža predvsem izooblika NKAα1. 
Za določitev genskega izražanja izooblik podenote  NKA v človeških skeletnomišičnih 
celicah smo uporabili neobdelane celice in z metodo RT-qPCR določili izražanje NKAα1 
mRNA, NKAα2 mRNA, NKAα3 mRNA. Iz grafa je razvidno, da se gensko izražata izoobliki 
NKAα1 in NKAα2 v razmerju 2:1, izooblika NKAα3 pa se v človeških skeletnomišičnih celicah 





Slika 19. Izražanje mRNA izooblik podenote NKA v človeških skeletnomišičnih celicah glede na endogeno 
kontrolo ACTB. N = 6. Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. 
Ouabain zniža izražanje NKA1 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Za določitev vpliva ouabaina na izražanje NKA1 in NKAα2 v človeških skeletnomišičnih 
celicah smo na njih naredili poskusa koncentracijskega (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) 
vpliva ouabaina (24 h) in časovnega vpliva (1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h) ouabaina (50 nM) (poglavje 
3.3.-poskus 1,2). Izvedli smo metodo WB in določili izražanje NKA1 in NKAα2.  
Najnižja koncentracija ouabaina (1 nM) je sicer pri 24 h znižala raven NKA1, vendar znižanje 
ni bilo statistično pomembno. Višje koncentracije ouabaina (2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) so 
statistično pomembno znižale raven NKA1. Ne glede na višanje koncentracije ouabaina, se 
raven NKA1 po obdelavi s koncentracijo 10 nM pri 24 h ni bolj znižala (Slika 20-A). S časom 
izpostavljenosti ouabaina (50 nM) se je raven NKA1 zniževala in je bila statistično pomembno 
znižana po 6 h. Do največjega znižanja ravni NKA1 je prišlo po 12 h in je ostala znižana tudi 
pri 24 h (Slika 20-B). Do statistično pomembnih sprememb izražanja NKAα2 pri različnih 




Slika 20. Vpliv ouabaina na izražanje A) NKA1 pri različnih koncentracijah (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 
nM) pri 24 urah, B) NKA1 (50 nM) pri različnih časih (1 h, 3 h, 6 h,12 h, 24 h), C) NKA2 pri različnih 
koncentracijah (24 h), D) NKA2 (50 nM) pri različnih časih v človeških skeletnomišičnih celicah. N = 6 - 7. 
Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. Enota merjenja  je arbitrarna enota (angl. Arbitrary 
Unit, okr. AU). Nad vsako sliko grafa je slika dela filma po detekciji in del membrane obarvan z barvilom Ponceau 
S, ki vsebujeta določan protein. Oznaka »*« predstavlja statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s 
kontrolno skupino vzorcev z oznako »Bazalna«.  
Ouabain inducira proteolizo NKAα1 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Za določitev mehanizma, s katerim je ouabain znižal izražanje NKA1, smo celice obdelali z 
ali brez ouabaina (50 nM, 24 h) in/ali z inhibitorjem proteasoma MG132 (1 µM, 25 ur) in/ali z 
inhibitorjem translacije proteinov puromicinom (0,5 µg/ml, 25 ur) oz. s kombinacijo omenjenih 
učinkovin (poglavje 3.3.-poskus 3). 
Ouabain in puromicin sta posamično statistično pomembno znižala raven NKA1. Kombinacija 
ouabaina in puromicina je povzročila statistično pomembno znižanje ravni NKA1, ki je bilo 
večje kot pri samem ouabainu. Inhibitor proteasoma MG132 je povzročil dvig ravni NKA1. 
Kombinacija MG132 z ouabainom sicer ni povzročila sprememb v primerjavi s kontrolno 
skupino, vendar se je raven NKA1 v primerjavi s samim MG132 znižal (Slika 21).  
Slika 21. Vpliv ouabaina (50 nM, 24 h) na izražanje NKA1 z uporabo puromicina (0,5 µg/ml, 25 h) in na 
proteolizo NKA1 z uporabo MG-132 (1 µM, 25 h) v človeških skeletnomišičnih celicah. N = 7. Rezultati so 
prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. Enota merjenja  je arbitrarna enota (angl. Arbitrary Unit, okr. AU). 
Nad sliko grafa je slika dela filma po detekciji in del membrane obarvan z barvilom Ponceau S, ki vsebujeta 
določan protein. Oznaka »OUA« predstavlja ouabain (50 nM, 24 h) in »PURO« predstavlja puromicin (0,5 µg/mL, 
25 h). Oznaka »*« predstavlja statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s kontrolno skupino vzorcev z 
oznako »Bazalna«. Oznaka »§« predstavlja statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s skupino celic 
obdelanih z MG-132 (1 µM, 25 h).  
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Ouabain poveča transkripcijo gena za NKA1 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Za določitev vpliva ouabaina na transkripcijo gena za NKA1 (ATP1A1) smo človeške 
skeletnomišične kulture obdelali z naraščajočimi koncentracijami ouabaina (1 nM, 2,5 nM, 10 
nM, 25 nM, 50 nM) za 24 ur (poglavje 3.3.-poskus 1) in izvedli RT-qPCR. Z naraščajočo 
koncentracijo ouabaina je naraščala tudi NKA1 mRNA. Do statistično pomembnega zvišanja 





Slika 22. Vpliv ouabaina na izražanje NKA1 mRNA v človeških skeletnomišičnih celicah pri 24 urah pri različnih 
koncentracijah (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) glede na geometrijsko sredino Ct-jev endogenih kontrol 
(PPIA, ACTB, 18S rRNA). N = 6. Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. Oznaka »*« 
predstavlja statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s kontrolno skupino vzorcev z oznako »Bazalna«.  
4.2 Vpliv ouabaina na signalno pot Src-ERK1/2 in Akt/mTOR v kulturi 
človeških skeletnomišičnih celic 
Ouabain vzpodbudi aktivacijo signalne poti Src-ERK1/2 v človeških skeletnomišičnih 
celicah. 
Za določitev vpliva ouabaina na signalno pot Src-ERK1/2 smo naredili poskus 
koncentracijskega vpliva ouabaina (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) za 24 h in poskus 
časovnega (1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h) vpliva ouabaina (50 nM) na proteine ter poskus vpliva 
ouabaina na proteolizo proteinov z uporabo inhibitorja proteasoma (1µM, 25 h) in na translacijo 
proteinov z uporabo puromicina (0,5 µg/ml, 25 h) (poglavje 3.3.-poskus 1,2,3). Izvedli smo 
metodo WB in določili fosforilacijo Src (Tyr527), ERK1/2 ter njegovo fosforilacijo na 
fosforilacijskih mestih Thr202 in Tyr204.    
Ouabain ni imel statistično pomembnega vpliva na pSrc pri koncentracijah 1-50 nM (Slika 23-
A). Ouabain (50 nM) je sicer statistično pomembno povečal fosforilacijo Src po 12 h, vendar 
se je raven pSrc po 24 h vrnila na raven primerljivo kontrolni skupini (Slika 23-B). Ouabain ni 
vplival na izražanje in proteolizo pSrc, saj je bila raven kombinacije ouabaina z MG132 in 
ouabaina s puromicinom primerljiva z ravnjo samega MG132 oz. puromicina (Slika 23-C). 
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Slika 23. Vpliv ouabaina na pSrc (Tyr527) A) pri različnih koncentracijah ouabaina pri 24 urah, B) ob različnih 
časih obdelave z ouabainom (50 nM) C) na njegovo translacijo z uporabo puromicina (0,5 µg/ml, 25 h) in na 
proteolizo z uporabo MG-132 (1 µM, 25 h) v človeških skeletnomišičnih celicah. N = 6 - 7. Rezultati so prikazani 
kot povprečje s standardno deviacijo. Enota merjenja  je arbitrarna enota (angl. Arbitrary Unit, okr. AU). Nad 
vsako sliko grafa je slika dela filma po detekciji in del membrane obarvan z barvilom Ponceau S, ki vsebujeta 
določan protein. Oznaka »OUA« predstavlja ouabain (50 nM, 24 h) in »PURO« predstavlja puromicin (0,5 µg/mL, 
25 h). Oznaka »*« predstavlja statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s kontrolno skupino vzorcev z 
oznako »Bazalna«.  
 
Ouabain pri koncentracijah 1-25 nM ni statistično pomembno vplival na raven ERK1/2. Do 
statistično pomembnega padca ravni ERK1/2 je prišlo pri koncentraciji 50 nM ouabaina (Slika 
24-A). Tekom višanja koncentracij ouabaina, se je postopoma povečevala tudi fosforilacija 
ERK1/2, vendar do statistično pomembnega povišanja ravni pERK1/2, tudi pri najvišji 
koncentraciji 50 nM, ni prišlo (Slika 24-B). Iz razmerja pERK1/2:ERK1/2 je razvidno, da je 
prišlo do povišanja fosforilacije ERK1/2 pri ouabainski koncentraciji 50 nM (Slika 24-C). 
Ouabain v časovnih točkah 1-24 h ni povzročil statistično pomembnih sprememb ravni ERK1/2 
(Slika 24-D). Do statistično pomembnega povečanja fosforilacije ERK1/2 z ouabainom je 
prišlo po 12 h (Slika 24-E,F). Puromicin in MG132 nista statistično pomembno vplivala na 
raven ERK1/2 (Slika 24-G). Puromicin je statistično pomembno znižal raven pERK1/2, 
dočimer raven kombinacije puromicina in ouabaina ni bila statistično pomembno spremenjena, 

























Slika 24. Vpliv ouabaina (24 h) v koncentracijski odvisnosti (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) na A) ERK1/2,  
B) pERK1/2 (Thr202/Tyr204), vpliv ouabaina (50 nM) v odvisnosti od časa na D) ERK1/2, E) pERK1/2 
(Thr202/Tyr204) ter vpliv MG-132 (1 µM, 25 h) in puromicina (0,5 µg/ml, 25 h) na z ouabainom (50 nM, 24h) 
spodbujeno signaliziranje, ki vpliva na G) ERK1/2 in H) pERK1/2 v človeških skeletnomišičnih celicah. Grafi C),  
F), I) prikazujejo razmerje pERK1/2:ERK1/2. N = 6 - 8. Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno 
deviacijo. Enota merjenja  je arbitrarna enota (angl. Arbitrary Unit, okr. AU). Nad vsako sliko grafa je slika dela 
filma po detekciji in del membrane obarvan z barvilom Ponceau S, ki vsebujeta določan protein. Oznaka »*« 
predstavlja statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s kontrolno skupino vzorcev z oznako »Bazalna«. 










Ouabain vzpodbudi aktivacijo signalne poti Akt/mTOR. 
Za določitev vpliva ouabaina na Akt/mTOR signalno pot, smo naredili poskus 
koncentracijskega vpliva ouabaina (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) za 24 ur in poskus 
časovnega (1h, 3h, 6 h, 12 h, 24 h) vpliva ouabaina (50 nM) na proteine ter poskus vpliva 
ouabaina na proteolizo z uporabo MG-132 (1 µM, 25 h) in na translacijo proteinov z uporabo 
puromicina (0,5 µg/ml, 25 h) (poglavje 3.3.-poskus 1,2,3). Izvedli smo metodo WB in določili 
Akt in fosforilacijo Akt (Ser473), 4E-BP in fosforilacijo 4E-BP1 (Thr37/46),  pp70S6K 
(Thr389), SGRP in fosforilacijo S6RP (Ser 235/236). 
Ouabain pri koncentracijah 1-50 nM (24 h) ni povzročil statistično pomembnega dviga 
izražanja Akt (Slika 25-A). Iz razmerja pAkt:Akt je vidno, da pride do povišane fosforilacije 
Akt pri 10 nM ouabainu (Slika 25-B,C). Ouabain je po 24 h povzročil signifikantno pomembno 
znižanje ravni Akt (Slika 25-D). Do signifikantno pomembne aktivacije Akt je prišlo po 6 h 
(Slika 25-E) in je naraščala do 24 h obdelave celic z ouabainom (Slika 25-F). Puromicin, 
kombinacija ouabaina in MG-132 ter kombinacija ouabaina in puromicina so statistično 
pomembno znižale raven Akt (Slika 25-G). Do aktivacije Akt je prišlo pri obdelavi celic s 
kombinacijo ouabaina in MG-132 (Slika 25-H). Iz grafa je razviden dvig fosforilacije Akt z 
ouabainom in MG-132 glede na kontrolno skupino. Pri kombinaciji ouabaina z MG-132, sta 




















Slika 25. Vpliv ouabaina v koncentracijski odvisnosti (24 h) na A) Akt, B) pAkt (Ser473), vpliv ouabaina (50 nM) 
v časovni odvisnosti na  D) Akt, E) pAkt (Ser473) ter vpliv MG-132 (1 µM, 25 h) in puromicina (0,5 µg/ml, 25 
h) na z ouabainom (50 nM, 24 h) spodbujeno signaliziranje prek kinaze Akt v človeških skeletnomišičnih celicah 
in posledičen vpliv na G) Akt in H) pAKT (Ser473). Grafi C), F), I) prikazujejo razmerje pAkt:Akt. N = 6 - 8. 
Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. Enota merjenja  je arbitrarna enota (angl. Arbitrary 
Unit, okr. AU).  Nad vsako sliko grafa je slika dela filma po detekciji in del membrane obarvan z barvilom Ponceau 
S, ki vsebujeta določan protein. Oznaka »*« predstavlja statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s 
kontrolno skupino vzorcev z oznako »Bazalna«. Oznaka »§« predstavlja statistično značilno razliko (p<0,05) v 
primerjavi s celicami obdelanimi z MG-132.  
Ouabain ni statistično pomembno vplival na 4E-BP in na njegovo fosforilacijo pri 
koncentracijah 1-50 nM (Slika 26-A,B,C) in v izbranih časovnih točkah (Slika 26-D,E,F). 
Puromicin in MG132 nista povzročila statistično pomembne spremembe ravni 4E-BP1 in p4E-




























Slika 26. Vpliv ouabaina (24 h) v koncentracijski odvisnosti (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) na A) 4E-
BP1 in B) p4E-BP1 (Thr37/46), vpliv ouabaina (50 nM) v časovni odvisnosti (1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h) na D) 4E-
BP1 in E) p4E-BP1 (Thr37/46) ter vpliv MG-132 (1 µM, 25 h) in puromicina (0,5 µg/ml, 25 h) na z ouabainom 
(50 nM, 24 h) spodbujeno signaliziranje s posledičnim vplivom na G) 4E-BP1, H) p4E-BP1 (Thr37/46) v 
človeških skeletnomišičnih celicah. Grafi C), F), I) prikazujejo razmerje p4E-BP12:4E-BP1. N = 6 - 8. Rezultati 
so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. Enota merjenja  je arbitrarna enota (angl. Arbitrary Unit, okr. 
AU). Nad vsako sliko grafa je slika dela filma po detekciji in del membrane obarvan z barvilom Ponceau S, ki 
vsebujeta določan protein. Oznaka »*« predstavlja statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s kontrolno 
skupino vzorcev z oznako »Bazalna«.  
Z naraščanjem koncentracije ouabaina (1-50 nM) je naraščala tudi fosforilacija p70S6K (Slika 
27-A) in skladno s tem je prišlo do primerljivega postopnega povišanja ravni pS6RP (Slika 27-
C). Do statistično pomembnega povišanja ravni pp70S6K in pS6RP je prišlo pri 25 nM in 50 
nM ouabainu (Slika 27-A,C). Koncentracije ouabaina 1-50 nM niso imele statistično 
pomembnega vpliva na raven S6RP (Slika 27-B). Ouabain v prvih treh časovnih točkah (1 h, 3 
h, 6  h) ni statistično pomembno vplival na izražanje pp70S6K (Slika 27-E), S6RP (Slika 27-F) 
in pS6RP (Slika 27-G). Do statistično pomembnega povišanja ravni pp70S6K je prišlo po 12 h 
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in 24 h izpostavljenosti skeletnomišičnih celic ouabainu (Slika 27-E), skladno s tem je prišlo 
do primerljivega poteka pri pS6RP (Slika 27-G). Ouabain je po 12 in 24 h povzročil statistično 
pomembno znižanje ravni S6RP (Slika 27-F). MG132 in puromicin sta statistično pomembno 
znižala raven pp70S6K, ouabain pa jo je statistično pomembno povišal (Slika 27-I). Ouabain v 
kombinaciji z MG132 oz. puromicinom povzroči dvig ravni pp70S6K, kar pomeni, da ouabain 
omogoči MG132 inhibicijo proteolize oz. puromicinu prepreči inhibicijo translacije p70S6K 
(Slika 27-I). MG132 in puromicin ne vplivata na raven S6RP (Slika 27-J). Puromicin povzroči 
statistično pomembno znižanje ravni pS6RP, medtem ko je raven pri puromicinu v kombinaciji 
z ouabainom primerljiva s kontrolno skupino (Slika 27-K). 
Slika 27. Vpliv ouabaina (24 h) v odvisnosti od koncentracije (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) na A) 
pp70S6K (Thr389), B) S6RP in C) pS6RP (Ser 235/236), vpliv ouabaina (50 nM) v odvisnosti od časa (1 h, 3 h, 
6 h, 12 h, 24 h) na E) pp70S6K (Thr389), F) S6RP in G) pS6RP (Ser 235/236) ter vpliv MG-132 (1 µM, 25 h) in 
puromicina (0,5 µg/ml, 25 h) na z ouabainom (50 nM, 24 h) spodbujeno signaliziranje s posledičnim vplivom na 
I) pp70S6K (Thr389), J) S6RP in K) pS6RP (Ser 235/236) v človeških skeletnomišičnih celicah. Grafi D), H), L) 
prikazujejo razmerje pS6RP:S6RP. N = 5 - 7. Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. Enota 
merjenja je arbitrarna enota (angl. Arbitrary Unit, okr. AU). Nad vsako sliko grafa je slika dela filma po detekciji 
in del membrane obarvan z barvilom Ponceau S, ki vsebujeta določan protein. Oznaka »*« predstavlja statistično 
značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s kontrolno skupino vzorcev z oznako »Bazalna«. Oznaka »§« predstavlja 
statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s celicami obdelanimi z MG-132. Oznaka »#« predstavlja 
statistično značilno razliko (<0,05) v primerjavi s celicami obdelanimi s puromicinom.  
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4.3 Vpliv ouabaina na signalno pot IL-6/JAK/STAT3 v kulturi 
skeletnomišičnih celic 
Ouabain zniža signalizacijo IL-6/JAK/STAT3 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Za ugotavljanje vpliva ouabaina na IL-6/JAK/STAT3, smo celice obdelali s tocilizumabom 
(100 µg/mL, 4 h), IL-6 (50 ng/mL, 15 min) in ouabainom (50 nM, 24 h) (poglavje 3.3.–poskus 
4). IL-6 s svojo vezavo na receptor IL-6 povzroči stimulacijo fosforilacije STAT3 (Tyr705). 
Tocilizumab je protitelo proti receptorju za IL-6, ki s svojo vezavo na receptor IL-6 prepreči 
vezavo IL-6 in posledično prepreči aktivacijo kinaze JAK in povečanje fosforilacije STAT3 
(98).  
Tocilizumab in IL-6 posamezno nista statistično pomembno vplivala na izražanje celokupnega 
STAT3. Ouabain v kombinaciji z IL-6 je statistično pomembno znižal raven STAT3. 
Kombinacija tocilizumaba in IL-6 ni statistično pomembno vplivala na raven STAT3 (Slika 28-
A). Tocilizumab ni imel statistično pomembnega vpliva na pSTAT3. IL-6 je povzročil 
statistično pomembno povišanje ravni pSTAT3, kar je pričakovana posledica stimulirane 
fosforilacije v celici prisotnega STAT3. Ouabain je statistično pomembno znižal nivo pSTAT3 
celo bolj kakor je ta nivo znižal tocilizumab. Ouabain v kombinaciji z IL-6 je statistično 
pomembno znižal nivo pSTAT3, vendar manj kakor samo ouabain. Kombinacija tocilizumaba 
in IL-6 ni povzročila nobenih sprememb pSTAT3, iz njegove ravni v primerjavi z ravnjo 
pSTAT3 pri tocilizumabu vidimo, da je tocilizumab uspešno zavrl povišanje, ki bi naj bilo 
posledica stimulacije z IL-6, saj sta nivoja primerljiva (Slika 4.28-B). 
Slika 28. Vpliv ouabaina (50 nM, 24 h) na signalno pot IL-6/JAK/STAT3. A) STAT3 in B) fosforilacija STAT3 
(Tyr705) med zavrtjem signalne poti s tocilizumabom (100 µg/ml, 4 h) oz. aktivacijo signalne poti z IL-6 (50 
ng/ml, 15 min) v človeških skeletnomišičnih celicah. Graf C) prikazuje razmerje pSTAT3:STAT3. N = 7 - 8. 
Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. Enota merjenja je arbitrarna enota (angl. Arbitrary 
Unit, okr. AU).  Nad vsako sliko grafa je slika dela filma po detekciji in del membrane obarvan z barvilom Ponceau 
S, ki vsebujeta določan protein. Oznaka »*« predstavlja statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s 




Ouabain zniža izražanje in fosforilacijo STAT3 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Za natančnejšo določitev vpliva ouabaina na signalno pot IL-6/JAK/STAT3 smo na človeških 
skeletnomišičnih celicah izvedli poskus koncentracijskega vpliva ouabaina, kjer smo celice 
obdelali z različnimi koncentracijami ouabaina (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 50 nM) za 24. Naredili 
smo tudi poskus časovnega vpliva ouabaina, kjer smo celice obdelali s 50 nM ouabainom pri 
različnih časih (1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h) (poglavje 3.3.-poskus 1,2). Izvedli smo metodo WB in 
določili protein STAT3 in fosforilacijo STAT3. 
Ouabain je pri 24 h povzročil statistično pomembno znižanje STAT3 samo pri koncentraciji 50 
nM. Pri nižjih koncentracijah pri 24 h ouabain ni povzročil statistično pomembnih sprememb 
STAT3 (Slika 29-A). Ouabain je povzročil postopno – od koncentracije odvisno - znižanje ravni 
pSTAT3. Do statistično pomembnega znižanja je prišlo pri ouabainu s koncentracijami 10 nM 
in 25 nM ter pri najvišji koncentraciji ouabaina 50 nM (Slika 29-B). Ouabain je povzročil 
statistično pomembno znižanje ravni STAT3 šele po 24 h, v predhodnih časovnih točkah ni 
povzročil sprememb ravni STAT3 (Slika 29-D). Do statistično pomembnega skoraj popolnega 












Slika 29. Vpliv ouabaina pri različnih koncentracijah (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) pri 24 h na A) STAT3 
in B) pSTAT3 (Tyr705) in vpliv ouabaina (50 nM) pri različnih časih (1 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h) na D) STAT3 in 
E) pSTAT3 (Tyr705) v človeških skeletnomišičnih celicah. Grafa C) in F) prikazujeta razmerje pSTAT3:STAT3. 
N = 7. Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. Enota merjenja  je arbitrarna enota (angl. 
Arbitrary Unit, okr. AU). Nad vsako sliko grafa je slika dela filma po detekciji in del membrane obarvan z barvilom 
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Ponceau S, ki vsebujeta določan protein. Oznaka »*« predstavlja statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi 
s kontrolno skupino vzorcev z oznako »Bazalna«.  
Ouabain inducira proteolizo in inhibira izražanje in fosforilacijo STAT3 v človeških 
skeletnomišičnih celicah.  
Da bi bolj podrobno preučili  mehanizem delovanja ouabaina na STAT3, smo skeletnomišične 
celice tretirali z ouabainom (50 nM, 24 h) in MG132 (1 µM, 25 h) oziroma puromicinom (0,5 
µg/ml, 25 h) (poglavje 3.3. – poskus 3) in izvedli metodo WB, s katero smo določili izražanje 
STAT3 in njegovo fosforilacijo Tyr705.  
MG132, inhibitor proteasoma, je statistično pomembno dvignil raven STAT3 (Slika 30-A). 
MG132 ni povzročil statistično pomembnega znižanja ravni pSTAT3, vendar je iz razmerja 
pSTAT3:STAT3 razvidno, da je do njega prišlo (Slika 30-C). Ouabain je v kombinaciji z 
MG132 povzročil statistično pomembno znižanje ravni pSTAT3. Inhibitor translacije 
puromicin je statistično pomembno znižal raven STAT3 in pSTAT3. Ouabain v kombinaciji s 
puromicinom je statistično pomembno znižal raven STAT3 in pSTAT3 celo bolj kakor 
puromicin sam (Slika 30).  
Slika 30. Vpliv ouabaina (50 nM, 24 h) z ali brez puromicina (0,5 µg/ml, 25 h) oz. MG132 (1 µM, 25 h) na 
izražanje in proteolizo A) STAT3, B) pSTAT3 (Tyr705) v človeških skeletnomišičnih celicah. Graf C) prikazuje 
razmerje pSTAT3:STAT3. N = 7 - 8. Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. Enota merjenja  
je arbitrarna enota (angl. Arbitrary Unit, okr. AU). Nad vsako sliko grafa je slika dela filma po detekciji in del 
membrane obarvan z barvilom Ponceau S, ki vsebujeta določan protein. Oznaka »*« predstavlja statistično 
značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s kontrolno skupino vzorcev z oznako »Bazalna«. Oznaka »§« predstavlja 
statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s skupino celic obdelanih z MG-132. Oznaka »#« predstavlja 








Ouabain inducira izražanje IL-6 mRNA v človeških skeletnomišičnih celicah.   
Za določitev vpliva ouabaina na izražanje gena za IL-6 smo naredili poskus vpliva 
koncentracije ouabaina (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) za 24 h (poglavje 3.3.-poskus 
1) in izvedli metodo RT-qPCR. 
Z naraščajočo koncentracijo ouabaina je postopno naraščalo tudi izražanje IL-6 mRNA. Do 






Slika 31. Vpliv ouabaina na izražanje IL-6 mRNA v človeških skeletnomišičnih celicah pri različnih 
koncentracijah (2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) za 24 h, glede na geometrijsko sredino endogenih kontrol (PPIA, 
ACTB, 18S rRNA). N = 6. Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. Oznaka »*« predstavlja 
statistično značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s kontrolno skupino vzorcev z oznako »Bazalna«.  
4.4 Vpliv ouabaina na izražanje podenote  natrij-kalijeve črpalke in 
signalizacijo v podganjih skeletnomišičnih celicah 
Za določitev genskega izražanja izooblik NKA v podganjih skeletnomišičnih celicah celične 
linije L6 smo uporabili neobdelane celice in z metodo RT-qPCR določili izražanje NKAα1 
mRNA, NKAα2 mRNA, NKAα3 mRNA.  
Iz rezultatov je vidno, da se v podganjih skeletnomišičnih celicah gensko izraža predvsem 





Slika 32. Izražanje izooblik  podenote NKA v podganjih skeletnomišičnih celicah glede na endogeno kontrolo 
ACTB. N = 4. Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. 
Za določitev vpliva ouabaina na izražanje NKA1, na signalno pot IL-6/JAK/STAT3 in na 
signalni poti Src-ERK1/2 ter Akt/mTOR v podganjih skeletnomišičnih celicah celične linije 
47 
 
L6, smo naredili poskus koncentracijske odvisnosti ouabaina (1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 
50 nM) pri 24 h (poglavje 3.3.-poskus 5) in izvedli metodo WB, s katero smo določili izražanje 
NKA1, STAT3 in fosforilacijo STAT3 (Tyr705) ter izbrane komponente signalne poti Src-
ERK1/2 in Akt/mTOR.   









Slika 33. Vpliv ouabaina na izražanje NKA1 v podganjih skeletnomišičnih celicah pri različnih koncentracijah 
(1 nM, 2,5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM) pri 24 h. N = 4. Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. 
Enota merjenja  je arbitrarna enota (angl. Arbitrary Unit, okr. AU). Nad sliko grafa je slika dela filma po detekciji 
in del membrane obarvan z barvilom Ponceau S, ki vsebujeta določan protein. Oznaka »*« predstavlja statistično 
značilno razliko (p<0,05) v primerjavi s kontrolno skupino vzorcev z oznako »Bazalna«.  
Ouabain pri koncentracijah 1-50 nM pri 24 h ni imel statistično pomembnega vpliva na STAT3 
(Slika 34-A), je pa prišlo do statistično pomembnega dviga fosforilacije STAT3 pri 50 nM 
ouabainu (Slika 34-B). Ouabain pri koncentracijah 1-50 nM pri 24 h ni statistično pomembno 
vplival na pSrc, ERK1/2 in pERK1/2 (Slika 34-C,D,E). Ouabain ni statistično pomembno 
vplival na Akt, je pa povzročil statistično značilno znižanje foforilacije Akt pri 25 nM ouabainu 
(Slika 34- F,G). 1-50 nM ouabain ni vplival na izražanje 4E-BP1 (Slika 34-H), dočimer je 50 
nM ouabain povzročil statistično pomemben dvig fosforilacije 4E-BP1 (Slika 34-I). Ouabain 
pri koncentracijah 1-50 nM ni povzročil statistično pomembnih sprememb pp70S6K in S6RP 
(Slika 34-J,K). Statitistično pomembno povišanje pS6RP je ouabain povzročil pri koncentraciji 









Slika 34. Vpliv ouabaina na A) STAT3, B) pSTAT3 (Tyr705), C) pSRC (Tyr527), D) ERK1/2, E) pERK1/2 
(Thr202/Tyr204), F) Akt, G) pAkt (Ser473), H) 4E-BP1, I) p4E-BP (Thr37/46), J) pp70S6K (Thr389), K) S6RP 
in L) pS6RP (Ser 235/236) v podganjih skeletnomišičnih celicah pri različnih koncentracijah (1 nM, 2,5 nM, 10 
nM, 25 nM, 50 nM) pri 24 h. N = 4. Rezultati so prikazani kot povprečje s standardno deviacijo. Enota merjenja  
je arbitrarna enota (angl. Arbitrary Unit, okr. AU). Nad sliko grafa je slika dela filma po detekciji in del membrane 
obarvan z barvilom Ponceau S, ki vsebujeta določan protein. Oznaka »*« predstavlja statistično značilno razliko 









5.1 Vpliv ouabaina na natrij-kalijevo črpalko v kulturi človeških 
skeletnomišičnih celic 
V kulturah človeških skeletnomišičnih celic se izraža dvakrat toliko NKAα1 kot NKAα2. Iz 
naših rezultatov je razvidno, da ouabain vpliva na izražanje NKAα1, ne pa tudi na izražanje 
NKAα2, čeprav imata obe izobliki podobno afiniteto za vezavo ouabaina (99). Glede na to, da 
je preko NKAα1 proženih večina transportnih funkcij NKA v mirujoči skeletni mišici in preko 
NKAα2 večina transportnih funkcij tekom mišičnih kontrakcij, lahko sklepamo, da ouabain 
vpliva na mišične celice predvsem v mirovanju. Inhibicija NKAα1, povzročena z ouabainom in 
posledičen dvig koncentracije znotrajceličnih Na+ ionov in padec koncentracije K+ ionov, 
regulira NKA na nivojih transkripcije, translacije, transporta, endocitoze in razgradnje (30). 
Želeli smo določiti, ali je razlog za znižanje NKAα1 vpliv ouabaina na: I) transkripcijo NKA1 
mRNA, II) translacijo NKA1 mRNA in/ali na III) razgradnjo NKA1 v človeških 









Slika 35. Povzetek rezultatov in predlagana razlaga vpliva ouabaina na natrij-kalijevo črpalko (NKA). 
5.1-I. Ouabain poveča transkripcijo genov za NKA1 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Zadnje študije so pokazale, da ouabain poviša transkripcijo NKA mRNA α1 in β1 v kulturi 
podganjih astrocitov (30). Glede na naše rezultate poskusa na skeletnomišičnih celicah lahko 
trdimo, da je z večanjem koncentracije ouabaina naraščala tudi transkripcija gena za NKA1. 
To bi lahko pripisali porušenju ionske homeostaze oz. povečanju K+ ionov znotraj celice. 
Kompenzatorno s povečano transkripcijo NKA1 želi celica vnovično vzpostaviti homeostazo 
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ionov. Torej je odziv celice na inhibicijo NKA1 težnja po nastanku NKA1. Številni 
transkripcijski faktorji so z vezavo na DNA vključeni v regulacijo izražanja NKA. Raziskati bi 
morali, kateri transkripcijski faktorji povzročijo povečano izražanje NKA1, saj so ravno ti 
najverjetneje regulirani s strani ouabaina. Lahko bi preverili tudi gensko izražanje podenote β1, 
saj le ta v večji meri tvori kompleks s podenoto α1. Za funkcionalnost NKA sta potrebni obe 
podenoti, torej bi ob večjem izražanju podenote α1, pričakovali tudi povečano izražanje 
podenote β1, da se lahko nova funkcionalna NKA izgradi. Glede na dosedanje raziskave se v 
skeletnih mišicah izraža tudi FXYD1, zato bi lahko preverili tudi njegovo gensko izražanje pod 
vplivom ouabaina.  
Za ugotovitev doprinosa spremembe ionske homeostaze in vlogo, ki jo ouabain igra pri prenosu 
signala bi lahko simulirali enako podrtje ionske homeostaze v celicah, kot je pri inhibiciji NKA 
z ouabainom in opazovali učinek na izražanje podenot NKA in signalizacijo v celici. Predhodno 
bi seveda morali določiti aktivnost NKA ob stimulaciji z inhibitorji in brez nje. Če signalizacije 
ne bi bilo, bi lahko zavrgli hipotezo, da je signalizacija posledica sprememb Na+ in K+ ionov v 
celici in potrdili da ima NKA tudi samostojno signalno funkcijo. Signalno funkcijo NKA bi 
lahko preučili tudi z uporabo drugih kardiotičnih steroidov, katerih receptor predstavlja NKA 
in ki imajo podobno inhibitorno vlogo (npr. digoksin, marinobufagenin..) (27, 100). Preučevali 
bi jih ob podobni intenziteti transportne inhibicije NKA in analizirali vpliv na celično 
signalizacijo.  
5.1-II. Ouabain najverjetneje zavira translacijo NKA1 v človeških skeletnomišičnih 
celicah. 
Ob dodatku inhibitorja translacije je ouabain povzročil dodatno znižanje izražanja NKA1 kot 
pri samem ouabainu. Izražanje NKA1 vključuje transkripcijo in translacijo. Ker smo dokazali, 
da ouabain poveča transkripcijo NKA1 mRNA, je za znižanje izražanja NKA1 lahko 
odgovoren vpliv ouabaina na mehanizem translacije.  
5.1-III. Ouabain inducira proteolizo NKA1 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Razgradnja NKA poteka preko proteasoma in lizosoma (101, 102). Da je proteoliza NKA preko 
proteasoma vključena v znižanje NKA1 nakazuje predvsem rezultat kjer MG132 kot inhibitor 
proteosama v kombinaciji z ouabainom prepreči ouabainu tolikšno znižanje NKA1 kot ga 
opazimo pri obdelavi celic s samim ouabainom (Slika 21). Ampak ker MG132 ni v celoti 
preprečil znižanja NKA1 lahko sklepamo, da je indukcija proteolize preko proteasoma zgolj 
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eden od mehanizmov preko katerega ouabain zniža NKA1. Ker bi lahko razgradnja NKA 
potekala tako preko lizosoma kot preko proteasoma, je mogoče, da se ta vloga porazdeli med 
oba mehanizma. Da bi preverili v kolikšni meri se NKA1 v skeletnomišičnih celicah razgrajajo 
preko katerega mehanizma, bi lahko naredili poskus, kjer bi med seboj primerjali izražanje 
NKA1 najprej z dodanim inhibitorjem proteasoma in posebej z inhibitorjem lizosoma. 
Določili bi izražanje NKA1 po obdelavi celic s kombinacijo ouabaina in inhibitorjem 
proteasoma, s kombinacijo ouabaina in inhibitorja lizosoma ter ju primerjali z izražanjem 
NKA1 po obdelavi celic s samim ouabainom in posameznima inhibitorjema (103).  
5.2 Vpliv ouabaina na aktivnost signalnih poti Src-ERK1/2 in Akt/mTOR v 
kulturi človeških skeletnomišičnih celic 
Dognanja številnih študij so pokazala, da bi NKA lahko tvorila kompleks s Src kinazami (38, 
104). Predvidevali smo, da ouabain proži signalne funkcije v celicah preko NKA-Src signalnega 
kompleksa. Druge študije nakazujejo, da sposobnost ouabaina, da v nekaterih tkivih aktivira 
Src, ne poteka preko direktnega kontakta med Src in NKA (105). V skeletnomišičnih celicah 
smo želeli preveriti, ali ob vezavi ouabaina na NKA pride I.) do aktivacije Src in posledično do 
II.) aktivacije signalne poti Ras/Raf/MEK/ERK1/2. Ali ouabain sproži aktivacijo 
PI3K/Akt/mTOR signalne poti smo preverili s preučevanjem aktivnosti III.) Akt, IV.) 4E-BP1, 
V.) pp70S6K, VI.) S6RP (Slika 36). 





5.2-I. Ouabain morda povzroči fosforilacijo Src v človeških skeletnomišičnih celicah.  
Ouabain je povzročil majhen ampak vseeno signifikantno pomemben dvig fosforilacije Src po 
12 h obdelave z ouabainom (Slika 23-B). V ostalih koncentracijskih in časovnih točkah naših 
poskusov ni prišlo do signifikantnih odzivov Src na ouabain, iz česar lahko sklepamo, da je bila 
Src relativno malo odzivna na ouabain (Slika 23-A,B). Dvig fosforilacije Src je po 24 h padel 
nazaj na vrednosti primerljive s kontrolno skupino, kar bi lahko razložili kot posredovanje 
signala naprej po signalnih poteh, na katere Src vpliva (Slika 36). Lahko bi ta dvig fosforilacije 
Src pripisali tudi vplivu drugih signalnih molekul, ki aktivirajo tirozin kinaze številnih 
receptorjev (42). Znano je tudi, da mehanski stres, ki nastane ob menjavi medija, v kulturah 
podganjih hepatocitov, lahko aktivira signalne kaskade, vključno s kaskado signalne poti 
Ras/Raf/MEK/ERK1/2 (106). Vendar je vpliv mehanskega stresa v našem primeru malo 
verjeten, saj so ti vplivi prisotni predvsem pri časovno krajših poskusih.  
5.2-II. Ouabain povzroči aktivacijo ERK1/2 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Iz rezultatov sledi, da ouabain pri koncentraciji 50 nM vpliva na fosforilacijo končnih 
substratov ERK1/2 signalne poti Ras/Raf/MEK/ERK1/2 v človeških skeletnomišičnih celicah 
(Slika 24-C). Pri fosforiliranem ERK1/2 je vidno, da se z naraščanjem koncentracije ouabaina 
povečuje tudi pERK1/2. Iz tega bi lahko sklepali, da se signalna pot aktivira pri višjih 
koncentracijah ouabaina. Povečanje fosforilacije ERK1/2 je bila v naših poskusih zelo 
variabilna, iz česar bi lahko sklepali, da je 50 nM ravno mejna koncentracija, pri kateri ouabain 
povzroča aktivacijo signalne poti Ras/Raf/MEK/ERK1/2. To je skladno s poskusi Askarija in 
sodelavcev, ki so v srčnomišičnih celicah pokazali, da je aktivacija poti Src/ERK1/2 zelo 
odvisna od koncentracije ouabaina in da so za njeno aktivacijo potrebne relativno visoke 
koncentracije ouabaina (43). Naši rezultati torej nakazujejo, da aktivacija poti Src/ERK1/2 ni 
osrednja pot, prek katere deluje ouabain v nizkih koncentracijah. Da bi to preverili, bi lahko 
izvedli dodaten koncentracijski poskus, kjer bi uporabili večje koncentracije ouabaina, morda 
tudi v mikromolarnem območju.  
Dokazano je, da je signalna pot Ras/Raf/MEK/ERK1/2 z ouabainom aktivirana preko Ras v 
srčnomišičnih celicah (43). Aktiviran Ras (preko kompleksa Grb2-SOS) in fosforiliran Src 
akivirata Raf (43, 107). Src lahko vpliva na Raf tudi neodvisno od aktivacije Ras (107). Glede 
na dvig pSrc pri istem poskusu bi lahko sklepali, da je inhibitorno fosforiliran Src, ki je bil 
signifikantno povišan po 12 h, povzročil zavrtje signalne poti Ras/Raf/MEK/ERK1/2 in 
posledičen kompenzatoren dvig Raf ter s tem dvig fosforilacije ERK1/2 po 12 h.  
53 
 
5.2-III. Ouabain povzroči fosforilacijo Akt v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Akt je bil aktiviran pri 10 nM koncentraciji ouabaina pri 24 h (Slika 25-C) in v časovnih točkah 
6 h, 12 h, 24 h obdelave celic z ouabainom (50 nM) (Slika 25-F). Potrebno bi bilo ugotoviti 
katere navzgornje komponentne signalne poti so odgovorne za njegovo aktivacijo. Eden izmed 
najpomembnejših komponent je PI3K, ki je lahko aktiviran direktno preko fosforiliranega Src, 
kar se z našimi rezultati aktivacije Src ne ujema, namreč ta je bila povišana šele po 12 h 
obdelave celic z ouabainom (Slika 23- B). Drug način aktivacije PI3K je preko njegove direktne 
vezave na NKAα. Ob inhibiciji NKA se aktiviran PI3K odcepi od NKAα in sproži aktivacijo 
signalne poti Akt/mTOR (58).  
5.2-IV. Ouabain ne vpliva na izražanje in fosforilacijo 4E-BP1 v človeških 
skeletnomišičnih celicah. 
Fosforiliran 4E-BP1 je marker aktivirane signalne poti Akt/mTOR. 4E-BP1 je velikokrat v 
literaturi omenjen kot stičišče številnih signalnih poti (46). Številne kinaze lahko fosforilirajo 
4E-BP1 odvisno ali neodvisno od mTOR signalnega dela poti ali vsaj posredno sodelujejo pri 
fosforilaciji (108). Na primer MAPK p38 lahko povišajo količino p4E-BP1 kot odziv na celični 
stres (npr. virusna okužba, UV-radiacija) (108). Iz rezultatov (Slika 26) je sicer razvidno, da 
ouabain ne vpliva na izražanje proteina 4E-BP1. 
5.2-V. Ouabain stimulira fosforilacijo p70S6K in fosforilacijo navzdolnjega substrata 
S6RP v človeških skeletnomišičnih celicah.  
Naši rezultati kažejo sinhroni potek fosforilacije p70S6K in fosforilacije navzdolnjega substrata 
S6RP (Slika 27-A-H). Če je torej signalna pot mTOR aktivirana, zakaj je substrat S6RP 
fosforiliran, substrat 4E-BP1 pa ni? Zraven razloga, da sta S6RP in 4E-BP1 ločeno uravnavana 
oz. ni nujno, da se vedno paralelno spremeni aktivnost obeh proteinov, bi razlog lahko bil tudi, 
da je 4E-BP1 reguliran s številnimi kinazami drugih signalnih poti, ki hitro kompenzirajo 
povišanje 4E-BP1 z lastnimi mehanizmi. Da bi bolje razjasnili vpliv na celotno signalno pot bi 
pogledali še izražanje drugih navzgornjih elementov signalne poti (zraven Akt), torej PI3K, 
PDK, mTORC in PTEN.  
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5.3 Vpliv ouabaina na signalno pot IL-6/JAK/STAT3 v človeških 
skeletnomišičnih celicah 
Želeli smo določiti, ali ouabain vpliva I) na izražanje (transkripcijo in/ali translacijo) in II) 
fosforilacijo glavne komponente signalne poti IL6/JAK/STAT3, III) na proteolizo STAT3, IV) 













Slika 37. Povzetek rezultatov in predlagana razlaga vpliva ouabaina na IL-6/JAK/STAT3 signalno pot. 
5.3-I. Vpliv ouabaina na izražanje STAT3 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Iz rezultatov koncentracijskega in časovnega poskusa z ouabainom (poglavje 3.3., poskus 1,2) 
sledi, da se pod vplivom ouabaina (24 h, 50 nM) izražanje STAT3 zniža (Slika 29). 
Predpostavili smo, da bi eden izmed razlogov za to lahko bila posledica inhibicije transkripcije 
in/ali translacije STAT3, kar bi bilo potrebno dodatno raziskati. Ali pride do inhibicije STAT3 
na osnovi transkripcije ali translacije, bi lahko preverili z metodo RT-qPCR, pri kateri bi 
uporabili STAT3 kot tarčni gen. Če bi bilo izražanje STAT3 mRNA normalno ali povišano, bi 
lahko znižano izražanje STAT3 potencialno pripisali inhibiciji translacije STAT3. V primeru 
zmanjšane transkripcije bi bila tudi translacija manjša, takrat bi lahko vzrok za zmanjšano 
izražanje STAT3 pripisali ouabainski inhibiciji transkripcije STAT3.  
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Iz rezultatov poskusa z uporabo inhibitorjem translacije puromicinom (Slika 30) je razvidno, 
da puromicin pričakovano zniža izražanje STAT3, saj prepreči njegovo translacijo. 
Kombinacija ouabaina in puromicina je signifikantno znižana v primerjavi s celicami 
obdelanimi s samim puromicinom, kar nakazuje na to, da je razlog za znižanje STAT3 še 
dodaten mehanizem, na primer proteoliza STAT3.  
5.3-II. Ouabain povzroči indukcijo proteolize v človeških skeletnomišičnih celicah.  
Prej omenjeno idejo, da bi lahko celokupen STAT3 bil znižan zaradi morebitne z ouabainom 
inducirane proteolize, smo preverili s pomočjo inhibitorja proteasoma MG132 (Poglavje 3.3-
poskus 3). Proteoliza STAT3 namreč poteka v največjem obsegu z ubikvitinacijo proteina in 
njegovo razgradnjo v proteasomu (109, 110). MG132 je pričakovano dvignil raven STAT3, saj 
je preprečil razgradnjo STAT3 v proteasomu. Kombinacija ouabaina in MG132 je statistično 
značilno znižala raven STAT3 v primerjavi s celicami obdelanimi z MG132 (Slika 30), samo 
ouabain pa je povzročil še večje znižanje STAT3. Iz tega lahko sklepamo, da je zraven indukcije 
proteolize prisoten še dodaten mehanizem, ki povzroči znižanje izražanja proteina STAT3.  
5.3-III. Ouabain zniža fosforilacijo STAT3 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Glede na to, da 1) je 50 nM ouabain znižal nivo pSTAT3 bolj kot nivo STAT3, 2) pride do 
statistično pomembnega znižanja pSTAT3 celo pri nižjih koncentracijah ouabaina kot pri 
STAT3, 3) ouabain zniža pSTAT3 v zgodnejši časovni točki (in bolj) kakor zniža STAT3, bi 
lahko sklepali, da ouabain ne vpliva zaviralno samo na izražanje STAT3, ampak tudi na 
fosforilacijo STAT3. Morda bi glede na rezultate lahko pomislili, da je znižana fosforilacija 
STAT3 odgovorna za zakasnelo znižanje STAT3, ker se je celokupni STAT3 znižal kasneje in 
pri manjših koncentracijah ouabaina kot pSTAT3. Vendar se protitelesa proti STAT3 vežejo na 
STAT3, (kot tudi na pSTAT3), zatorej ne glede na proces fosforilacije do znižanja celokupnega 
STAT3 zaradi znižanja fosforilacije ne pride.  
Da ouabain prepreči fosforilacijo STAT3, mora vplivati na mehanizem, ki fosforilacijo 
omogoča. Razloga za to bi lahko bila zmanjšanja aktivnosti posameznih komponent signalne 
poti IL-6/JAK/STAT3 ali vpliv drugih signalnih poti na te komponente. Glede na opisano 
signalno pot IL-6/JAK/STAT3 v uvodu bi torej bile komponente, ki bi jih morali podrobneje 
raziskati naslednje: JAK, gp130 in IL-6R. Pri vseh teh komponentah bi lahko pogledali njihovo 
izražanje ob obdelavi celic z ouabainom. V primeru, da bi bila katera od teh komponent znižana, 
bi lahko odgovornost za znižanje fosforilacije STAT3 pripisali njej in naprej iskali razloge, 
kako bi lahko ouabain to komponento inaktiviral.  
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Preučili bi tudi signalne poti, ki bi se lahko prekrižale (»crossing over«) s potjo IL-
6/JAK/STAT3. Glede na to, da IL-6 vpliva na aktivacijo signalne poti JAK/STAT, 
Ras/Raf/Mek/Erk (Ras/MAPK), PI3K/AKT/mTOR in na aktivacijo družine Src-kinaz (62, 93), 
bi lahko sklepali, da se signalna pot IL-6/JAK/STAT3 prekriža s temi signalnimi potmi.  
Želeli smo ugotoviti, ali ouabain povzroči znižano izražanje in fosforilacijo STAT3 tudi med 
stimulacijo in inhibicijo signalne poti IL-6/JAK/STAT3. Tekom aktivacije poti z IL-6 je iz 
rezultatov razvidno, da ouabain inhibira izražanje STAT3 enako kakor takrat, ko signalna pot 
ni aktivirana. Za razliko od tega je proženje signalne poti z IL-6 in ouabainom povzročilo rahel 
dvig fosforilacije v primerjavi z inhibicijo, ki jo je povzročil samo ouabain, zato bi lahko 
sklepali, da ouabain fosforilacije STAT3 ne zavre popolnoma. Tocilizumab ni povzročil 
popolne defosforilacije pSTAT3 v celicah, kar bi lahko pripisali predhodno fosforiliranemu 
STAT3, ki je bil v celicah prisoten pred obdelavo celic s tocilizumabom. Tocilizumab ni imel 
statistično pomembnega vpliva na pSTAT3 v celicah, ki niso bile stimulirane z rekombinantnim 
IL-6, je pa raven pSTAT3 malo znižal, kar je najbrž posledica preprečitve fosforilacije STAT3. 
Zanimiv je rezultat, da je ouabain znižal STAT3 še bolj kakor tocilizumab, ki se uspešno 
uporablja kot zdravilo za zdravljenje avtoimunskih bolezni ravno zaradi svoje inhibitorne vloge 
(98). Glede na ta rezultat, bi lahko ouabain uvrstili med obetavne učinkovine, katerih učinke na 
vnetne procese bi bilo smiselno preučiti.  
5.3-IV. Ouabain sproži (inducira) izražanje gena za IL-6 v človeških skeletnomišičnih 
celicah. 
Fosforiliran in dimeriziran STAT3 potuje v jedro celice, se veže na DNA in sproži izražanje 
gena za IL-6. Iz rezultatov je vidno, da izražanje IL-6 mRNA narašča sorazmerno s 
koncentracijo ouabaina s katerim smo celice obdelali (Slika 31). Da bi preverili učinek ouabaina 
na  translacijo IL-6, bi lahko določili izražanje IL-6 z metodo WB oziroma ELISO. Lahko, da 
bi ouabain vplival tudi na proteolizo že prevedenega IL-6, kar bi sicer pomenilo, da bi ouabain 
imel vpliv tudi na lizosome, v katerih se najverjetneje IL-6 razgrajuje (111). To bi lahko 






5.4 Vpliv ouabaina na podganje skeletnomišične celice  
Ouabain ne vpliva na izražanje NKA1 v podganjih skeletnomišičnih celicah. 
Iz rezultatov genskega izražanja posameznih podenot NKA v podganjih skeletnomišičnih 
celicah celične linije L6 je razvidno da se v njih izraža skoraj izključno NKAα1 (Slika 32). 
Glede na izražanje NKA1 po poskusu na podganjih skeletnomišičnih celicah lahko trdimo, da 
ouabain ne vpliva na izražanje NKA1 v podganjih skeletnomišičnih celicah celične linije L6 
(Slika 33). Potrdili smo torej, da je tudi v podganjih skeletnomišičnih celicah podenota NKA1 
rezistentna ali ima vsaj manjšo afiniteto do ouabaina, kar so dokazali že v drugih tkivih (1, 67, 
95). Če smo torej dokazali, da je v podganjih skeletnomišičnih celicah izooblika NKA1 
dokazano rezistentna na ouabain (posledično ni prišlo do večjega vpliva na signalizacijo), v 
človeških skeletnomišičnih celicah pa smo dokazali pomemben vpliv na signalizacijo, ki poteka 
preko izooblike NKA1, bi lahko trdili, da je za prenos signala potrebna na ouabain občutljiva 
NKA1. 
Ouabain ne vpliva na STAT3 v podganjih skeletnomišičnih celicah. 
Na končni substrat IL-6/JAK/STAT3 signalne poti ouabain ni imel vpliva (Slika 34-A,B). 
Ouabain je povzročil dvig fosforilacije STAT3 pri 50 nM koncentraciji ouabaina. Ta dvig 
fosforilacije STAT3 bi lahko pripisali ouabainu in predpostavili, da celična linija L6 
skeletnomišičnih celic ni povsem rezistentna na ouabain ali pa bi manjša nihanja pripisali 
izražanju NKA2, ki ni rezistentna na ouabain.  
Ouabain ne vpliva na aktivacijo Src-ERK1/2 in Akt-mTOR v podganjih skeletnomišičnih 
celicah. 
Ouabain ni povzročil aktivacije Src, zato nismo pričakovali aktivacije končnih substratov 
signalnih poti preko katerih Src signalizira (Slika 34-C). Signalna pot Ras/Raf/MEK/ERK1/2 
je bila pri študijah na podganjih srčnomišičnih celicah aktivirana pri 10 µM koncentracijah 
ouabaina, koncentracije 1 µM ouabaina ali manj pa niso imele vpliva (43). V podganjih 
skeletnomišičnih celicah ni prišlo do omembe vrednega vpliva ouabaina na ERK1/2, Akt, 4E-
BP, p70S6K in pS6RP (Slika 34-D-L). Iz vseh naših rezultatov poskusov na podganjih 
skeletnomišičnih celicah linije L6 lahko trdimo, da je z ouabainom-spodbujena signalizacija v 




5.5 Kritično vrednotenje rezultatov  
Klinični pomen rezultatov 
Glede na pridobljene rezultate sklepamo, da bi ouabain (ali kakšna od sorodnih učinkovin) 
morda lahko bil primeren za klinično rabo za zdravljenje vnetnih stanj, kot so vnetne miopatije. 
Iz rezultatov je namreč razvidno, da ouabain zniža signalno pot IL-6/JAK/STAT3 preko 
znižanja izražanja in fosforilacije STAT3 celo bolj kakor tocilizumab. Tocilizumab je 
monoklonsko protitelo, ki s svojo vezavo na IL-6Rα prepreči aktivacijo signalne poti IL-
6/JAK/STAT3 z IL-6. Uporablja se za zdravljenje revmatoidnega artritisa, pri katerem ima IL-
6 pro-vnetni učinek. Pri kritično bolnih plazemske koncentracije IL-6 korelirajo s povišanimi 
koncentracijami domnevno endogenega ouabaina. Stanja, ki jih povezujejo s povišanim 
plazemskim domnevno endogenih ouabainom, so hipertenzija, kronična ledvična odpoved, 
hiperaldosteronizem, preeklampsija, srčna odpoved in rak (70, 112). Takšna patološka stanja 
povzročajo stresni odziv, med katerim se izločajo proti-vnetni in imunosupresivni hormoni, kot 
je kortizol. Kot smo že omenili koncentracije kortizola korelirajo s koncentracijami ouabaina, 
iz česar sklepamo, da ima tudi takratno izločanje ouabaina cilj zmanjšati vnetje v organizmu. 
Sklepali bi lahko, da ouabain z inhibicijo signalne poti IL-6/JAK/STAT3 zavira vnetje 
povzročeno s povišanimi koncentracijami IL-6.  
Potencialni mehanizmi vpliva ouabaina na signalizacijo IL-6/JAK/STAT3 
V naši raziskavi smo pokazali, da ouabain zavira signalno pot IL-6/JAK /STAT3, vendar ostaja 
odprto vprašanje, preko katerega mehanizma oziroma mehanizmov ouabain vodi v takšen 
učinek.  
Ena izmed možnosti je, da ouabain direktno inhibira JAK2 in tako prepreči fosforilacijo 
STAT3. Ouabain bi lahko tudi aktiviral SOCS3, ki je inhibitor JAK2. Ta se preko svoje SH2 
podenote, ki prepozna s fosfotirozinkinazami bogat del na NKA, veže na NKA, ki je aktiviran 
z ouabainom. SOCS3 se bi torej lahko preko NKA aktiviral s fosforilacijo in ko bi bil aktiviran 
se bi na SOCSX BOX (spodnji del SOCS3) vezala ubikvitin ligaza, ki ubikvitinira NKA, ki bi 
se posledično razgradila v proteasomu. To bi pojasnilo znižano izražanje NKA1. Nerazgrajen 
SOCS3 bi nato potoval na JAK2, kjer bi se lahko z N-terminalnim delom, ki je substrat JAK2 
vezal nanj in inhibiral fosforilacijo STAT3. Ker bi imel SH2 domeno zasedeno s fosfatom, se 
nanjo ne bi mogel vezati STAT3 in posledično inhibirati IL-6/JAK/STAT3 signalne poti. Tako 
bi lahko razložili znižano fosforilacijo STAT3. Vendar še vedno ostaja vprašanje kaj je razlog 
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za znižan celokupni STAT3. To bi lahko pripisali vplivu ouabaina na transportno funkcijo, torej 
podrtje homeostaze K+ ionov v celici, kar zavre translacijo mRNA do proteinov.  
Vprašanje je tudi, kaj je razlog za z ouabainom povečano transkripcijo IL-6 mRNA, če smo 
dokazali, da je fosforilacija STAT3 znižana. Iz tega sklepamo, da mora ouabain delovati preko 
dveh ali celo večih nasprotujočih se mehanizmov. Lahko, da je povečana transkripcija in 
hkratna zmanjšana translacija oboja posledica vpliva ouabaina na transportno funkcijo NKA, 
ali pa  je ena posledica inhibicije NKA z ouabainom, druga pa kompenzacija na inhibicijo. 
Odprto vprašanje ostaja tudi, zakaj se je aktiviral pp70S6K. Tudi to bi lahko odgovorili s 
SOCS3, saj le ta v aktivni obliki aktivira PI3K.  
Zadnje raziskave kažejo na morebitno tvorbo kompleksov NKA z drugimi receptorji (npr. 
EGFR) in posledično njihova aktivacija. Aktiviran receptor bi nato lahko prožil signalne poti, 
kljub temu, da ni prišlo do specifične vezave liganda nanj. Ali NKA lahko tvori komplekse z 
določenimi receptorji bi lahko raziskali s pomočjo metode MST (angl. Microscale 
Thermophoresis) ali s pomočjo fluorescenčne mikroskopije. Nato bi lahko preverili še izražanje 
komponent vseh signalnih poti, ki so prožene preko receptorjev s katerimi NKA kolokalizira. 
Niso pa samo receptorji tisti, s katerimi NKA tvori komplekse. Preverili bi lahko, s katerimi 
signalnimi molekulami NKA lahko tvori kompleks in tako prenese signal na navzdoljne 
komponente ter tako odgovorili na odprta vprašanja mehanizma delovanja ouabaina na NKA 
in znotrajcelično signaliziranje.  
Omejitve naše raziskave 
Našo raziskavo smo izvedli zgolj na skeletnomišičnih celicah in vitro. Za opazovanje 
fizioloških učinkov ouabaina na organizem, bi morali študijo izvesti in vivo, na živalskih 
modelih, kjer bi predhodno preverili prisotnost na ouabain občutljive NKA1. Z ekstrapolacijo 
raziskave in vivo bi lahko ovrednotili protivnetni učinek ouabaina in potencialno klinično rabo 
za zdravljenje vnetnih stanj, kot so vnetne miopatije. Kljub določitvi fosforilacije proteinov, pa 
njihove aktivnosti neposredno nismo določili. Z določitvijo aktivnosti NKA ali vsaj določitvijo 






6. SKLEP  
V raziskavi smo prišli do naslednjih zaključkov: 
1. Ouabain je znižal izražanje proteina NKA1 v človeških skeletnomišičnih celicah. 
Mehanizem zmanjšanja izražanja je posttranskripcijski, ker se je ob tem raven NKA1 
mRNA povečala. S tem smo potrdili našo prvo hipotezo. 
 
2. Ouabain je aktiviral signalno pot ERK1/2 in Akt/mTOR v človeških 
skeletnomišičnih celicah.  
Naši rezultati delno podpirajo drugo hipotezo, vendar hkrati nakazujejo, da je v 
človeških skeletnomišičnih celicah odzivnost signalne poti Src-ERK1/2 na ouabain 
relativno majhna. Aktivacijo signalne poti Akt/mTOR je ouabain najbolj verjetno 
povzročil preko od Src neodvisnega mehanizma, morda z aktivacijo PI3K preko tvorbe 
kompleksa z NKA.  
 
3. Ouabain je zavrl signalno pot IL-6/JAK/STAT3 v človeških skeletnomišičnih 
celicah. 
Dokazali smo, da ouabain zavira izražanje in fosforilacijo STAT3, s čimer smo potrdili 
našo tretjo hipotezo. Sklepamo, da je pri zaviranju STAT3 udeleženih več mehanizmov, 
kot so inhibicija transkripcije in/ali translacije STAT3, inhibicija fosforilacije STAT3 
ter indukcija proteolize STAT3.  
 
4. Ouabain ni vplival na izražanje NKAα1 in ni imel izrazitejšega učinka na 
znotrajcelično signalizacijo v podganjih skeletnomišičnih celicah L6.  
Naši rezultati v veliki meri podpirajo četrto hipotezo in kažejo, da so signalni učinki 
ouabaina odvisni od prisotnosti na ouabain občutljive NKAα1 oziroma da z ouabainom 
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Cardiotonic steroids (CTS), which were used for centuries to treat heart failure, are 
endogenous hormones that play a role in regulation of cardiovascular system, salt and water 
homeostasis, metabolism, and immune system. Exercise is a major physiological stimulus that 
increases their secretion, indicating a role for CTS in adaptation to exercise. During exercise 
contracting skeletal muscles secrete interleukin-6 (IL-6). Once secreted, IL-6 exerts autocrine, 
paracrine, and endocrine effects by activating the JAK/STAT3 pathway via the IL-6Rα/gp130 
receptor. We determined whether ouabain, which is thought to be a major endogenous CTS, 
modulates IL-6 action in human skeletal muscle cells.  
Ouabain triggers biological effects by binding to Na+,K+-ATPase, an ion pump and a 
signal transducer that can act independently of ion transport. In pharmacological 
concentrations, ouabain triggers biological effects mainly by inhibiting Na+,K+-ATPase, 
thereby altering intracellular ion concentrations. In physiological concentrations, ouabain can 
activate intracellular signalling pathways without perturbing ion homeostasis. Here we 
examined whether ouabain modulates the IL-6/JAK/STAT3 pathway in human skeletal muscle 
cells. 
We estimated expression of phosphorylated (Tyr705) and total STAT3 in the presence 
or absence of IL-6. Ouabain markedly suppressed basal and IL-6-stimulated STAT3 
phosphorylation. Conversely, tocilizumab, a monoclonal antibody, which binds to IL-6Rα and 
blocks IL-6 action, reduced only stimulated STAT3 phosphorylation. While 10 nM ouabain did 
not alter total STAT3 expression, 50 nM ouabain markedly suppressed it. These results suggest 
that ouabain modulates the IL-6/JAK/STAT3 signalling pathway in human skeletal muscle cells 
via at least two mechanisms, which involve regulation of phosphorylation and expression of 
STAT3.  
Collectively, our findings provide new insights into molecular mechanisms underlying 
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The cardiotonic steroids (CTS), such as ouabain and marinobufagenin, are thought
to be adrenocortical hormones secreted during exercise and the stress response.
The catalytic α-subunit of Na,K-ATPase (NKA) is a CTS receptor, whose largest
pool is located in skeletal muscles, indicating that muscles are a major target for
CTS. Skeletal muscles contribute to adaptations to exercise by secreting interleukin-
6 (IL-6) and plethora of other cytokines, which exert paracrine and endocrine effects in
muscles and non-muscle tissues. Here, we determined whether ouabain, a prototypical
CTS, modulates IL-6 signaling and secretion in the cultured human skeletal muscle
cells. Ouabain (2.5–50 nM) suppressed the abundance of STAT3, a key transcription
factor downstream of the IL-6 receptor, as well as its basal and IL-6-stimulated
phosphorylation. Conversely, ouabain (50 nM) increased the phosphorylation of ERK1/2,
Akt, p70S6K, and S6 ribosomal protein, indicating activation of the ERK1/2 and
the Akt-mTOR pathways. Proteasome inhibitor MG-132 blocked the ouabain-induced
suppression of the total STAT3, but did not prevent the dephosphorylation of STAT3.
Ouabain (50 nM) suppressed hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α), a modulator of
STAT3 signaling, but gene silencing of HIF-1α and/or its partner protein HIF-1β did not
mimic effects of ouabain on the phosphorylation of STAT3. Ouabain (50 nM) failed to
suppress the phosphorylation of STAT3 and HIF-1α in rat L6 skeletal muscle cells, which
express the ouabain-resistant α1-subunit of NKA. We also found that ouabain (100 nM)
promoted the secretion of IL-6, IL-8, GM-CSF, and TNF-α from the skeletal muscle cells
of healthy subjects, and the secretion of GM-CSF from cells of subjects with the type 2
diabetes. Marinobufagenin (10 nM), another important CTS, did not alter the secretion
of these cytokines. In conclusion, our study shows that ouabain suppresses the IL-6
signaling via STAT3, but promotes the secretion of IL-6 and other cytokines, which
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might represent a negative feedback in the IL-6/STAT3 pathway. Collectively, our results
implicate a role for CTS and NKA in regulation of the IL-6 signaling and secretion in
skeletal muscle.
Keywords: Ouabain, marinobufagenin, Na,K-ATPase, cytokines, skeletal muscle, IL-6
INTRODUCTION
The cardiotonic steroids (CTS) are thought to be a family
of adrenocortical and/or hypothalamic hormones (Schoner,
2001, 2002; Schoner and Scheiner-Bobis, 2008; Bagrov et al.,
2009; Hamlyn and Blaustein, 2016; Blaustein, 2018; Blaustein
and Hamlyn, 2020). The endogenous and the exogenous CTS
are structurally divided into cardenolides, which contain an
unsaturated five-membered lactone ring, and bufadienolides,
which contain an unsaturated six-membered lactone ring
(Schoner, 2002; Bagrov et al., 2009). The endogenous CTS may
include cardenolides, such as ouabain (Hamlyn et al., 1991;
Mathews et al., 1991) and/or closely related stereoisomers, and
bufadienolides, such as marinobufagenin (Bagrov et al., 1998),
telocinobufagin (Komiyama et al., 2005), and bufalin (Kieval
et al., 1988; Lichtstein et al., 1993).
Cardiotonic steroids, whose endogenous secretion is
believed to be regulated by the sympathoadrenergic system,
the adrenocorticotropic hormone, and angiotensin II
(Laredo et al., 1995, 1997; Bauer et al., 2005), may have
an important role in regulation of Na+ homeostasis,
arterial blood pressure, as well as the stress and immune
responses (Foey et al., 1997; Fedorova et al., 2001; Berendes
et al., 2003; Blaustein et al., 2012; Cavalcante-Silva et al.,
2017). As estimated by an ouabain immunoassay, plasma
concentrations of CTS are markedly increased during
exercise (Bauer et al., 2005), but their physiological role
under these conditions has not been established. Contracting
skeletal muscles secrete interleukin-6 (IL-6) and a plethora of
other cytokines (aka myokines), which regulate the immune
system and metabolic pathways in skeletal muscle and other
metabolic organs, thus contributing to acute and chronic
adaptations to exercise (Pedersen and Febbraio, 2012; Egan
and Zierath, 2013; Pedersen, 2019). Skeletal muscles are
therefore a major source as well as an important site of
cytokine action during exercise. Here, we asked whether
CTS might alter signaling and the secretion of IL-6 in
skeletal muscle cells.
Cardiotonic steroids exert their effects by binding to Na,K-
ATPase (NKA), which serves as their primary receptor (Schoner,
2002; Dostanic-Larson et al., 2005; Bagrov et al., 2009; Aperia
et al., 2016; Blaustein, 2018), although existence of other receptors
cannot be excluded (Askari, 2019b). NKA is an ion pump
that maintains ion homeostasis by transporting three Na+
ions from and two K+ ions into the cell (Post and Jolly,
1957; Skou, 1957, 1965; Sen and Post, 1964). It comprises a
catalytic α-subunit (isoforms α1-4), which contains the CTS
binding site (Ruoho and Kyte, 1974; Kent et al., 1987; Ogawa
et al., 2009; Lingrel, 2010), and a glycoprotein β-subunit
(isoforms β1-3 in mammals) (Blanco and Mercer, 1998;
Pestov et al., 2007, 2011; Geering, 2008). CTS inhibit transport
activity of NKA, thus increasing Na+ ([Na+]i) and decreasing K+
([K+]i) concentrations in the cell (Schatzmann, 1953; Post and
Jolly, 1957; Post et al., 1960; Lamb and McCall, 1972), which leads
to complex alterations in transcriptional activity (Klimanova
et al., 2017). An increase in [Na+]i suppresses Ca2+ extrusion via
the Na+/Ca2+ exchanger (NCX), thereby elevating intracellular
Ca2+ concentrations (Baker et al., 1969; Blaustein and Hamlyn,
2020; Pavlovic, 2020). An increase in [Na+]i may also stimulate
Na+-sensitive signaling pathways (Kuroki et al., 1997), while a
decrease in [K+]i suppresses protein translation (Orlov et al.,
2017; Amarelle et al., 2019; Klimanova et al., 2019).
As well as an ion transporter, NKA is a signal transducer
(Xie and Askari, 2002). NKA forms a signaling complex with
the epithelial growth factor receptor (EGFR) and Src kinase
(Haas et al., 2000; Tian et al., 2006; Bagrov et al., 2009;
Pavlovic, 2020). Once bound to NKA, ouabain and some
other CTS activate the complex, which stimulates downstream
signaling pathways, such as the ERK1/2 pathway (Haas
et al., 2000; Xie and Askari, 2002; Kotova et al., 2006a,b).
In addition, CTS activate phosphatidylinositol 3-kinase, thus
leading to stimulation of the Akt (aka protein kinase B) and
mechanistic (aka mammalian) target of rapamycin (mTOR)
pathway, which is thought to be particularly important in
relation to cardiac hypertrophy (Liu et al., 2007). NKA also
interacts with the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor via which
ouabain triggers oscillations in intracellular concentrations of
Ca2+ (Aizman et al., 2001; Zhang et al., 2006) and alters
activity of multiple protein kinases (Panizza et al., 2019).
While all CTS inhibit NKA (Lingrel, 2010), different CTS
may have similar, distinct, or even opposing signaling and
physiological effects (Manunta et al., 2000; Kotova et al.,
2006a; Zulian et al., 2013). Low concentrations of CTS, which
only weakly inhibit NKA transport activity, have pronounced
signaling effects (Kotova et al., 2006a). CTS-induced activation
of signaling pathways via NKA therefore probably does not
require significant alterations in [Na+]i or [K+]i and appears
to be at least partially independent of its ion transport
activity. NKA with a mutant α1-subunit that pumps but is
defective in signal transduction was described (Lai et al., 2013),
indirectly supporting the idea that the two functions might
be partially dissociated. Nevertheless, alterations in [Na+]i or
[K+]i, which arise due to inhibition of NKA, are likely an
important mechanism by which CTS modulate intracellular
signaling (Klimanova et al., 2017, 2019; Orlov et al., 2017;
Askari, 2019a).
Skeletal muscles contain a major pool of NKA in the body
(Clausen, 1996, 2010) and are therefore an important target for
CTS (Glantz et al., 1976; Kjeldsen et al., 1985; Harashima et al.,
1988). However, only limited data regarding the role of CTS
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in skeletal muscle is available. In mice, infusion of the CTS-
binding antibody increases transport activity of NKA during
muscle contractions, which demonstrates that CTS might be
involved in acute regulation of NKA (Radzyukevich et al., 2009).
In cultured skeletal muscle cells and isolated skeletal muscle,
ouabain stimulates the glycogen synthesis (Clausen, 1965; Kotova
et al., 2006a,b), suggesting a role for CTS and NKA in regulation
of skeletal muscle metabolism (Pirkmajer and Chibalin, 2016).
Interestingly, recent data suggest that circulating ouabain may
regulate NKA in skeletal muscle and oppose depolarization
of the sarcolemma due to muscle disuse or exposure to
lipopolysaccharide (Kravtsova et al., 2020). Clearly, the role of
CTS in skeletal muscle needs to be dissected in more detail.
Using primary human skeletal muscle cells we examined whether
and how CTS modulate the IL-6/STAT3 signaling. We also
determined whether ouabain and marinobufagenin modulate the
secretion of IL-6 and other muscle-derived cytokines.
MATERIALS AND METHODS
Materials and Antibodies
Cell culture flasks and plates were from Sarstedt or TPP.
Advanced MEM, GlutaMAX, MEM vitamin solution,
DMEM, fetal bovine serum (FBS), trypsin-EDTA, pen strep
(5000 units/ml of penicillin and 5000 µg/ml of streptomycin),
fungizone (250 µg/ml of amphotericin B), gentamicin
(10 mg/ml), Pierce BCA Protein Assay Kit, Pierce Enhanced
Chemiluminescence (ECL) Western Blotting Substrate, High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, TaqMan Universal
Master Mix and TaqMan gene expression assays for IL-6
(Hs00174131_m1), HIF1A (Hs00153153_m1), ARNT/HIF1β
(Hs00231048_m1), ATP1A1 (Hs00167556_m1), ATP1A2
(Hs00265131_m1), ATP1A3 (Hs00958036_m1), and actin-β
(ACTB, Hs99999903_m1), PPIA (Hs99999904_m1), 18S rRNA
(Hs99999901_s1), rat ATP1A1 (Rn01533986_m1), rat ATP1A2
(Rn00560789_m1), rat ATP1A3 (Rn00560813_m1) and rat
ACTB (4352931E) were from Thermo Fisher Scientific. PCR
plates, PCR plate sealing films, 4–12% Criterion XT Bis-Tris
polyacrylamide gels, XT MES electrophoresis buffer and goat
anti-rabbit or anti-mouse IgG - horseradish peroxidase conjugate
were from Bio-Rad. Amersham ECL Full-Range Rainbow
Molecular Weight Markers were from GE Healthcare Life
Sciences. Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane was from
Merck Millipore. CP-BU NEW X-ray films were form AGFA
HealthCare. RNeasy Plus Mini Kit was from Qiagen. E.Z.N.A.
HP Total RNA Kit was from Omega Bio-Tek. Recombinant
human IL-6 was from PeproTech and antibody against IL-6
receptor was from Roche (tocilizumab, RoActemra). Proteasome
inhibitor MG-132, ouabain octahydrate, puromycin, and all
other reagents, unless otherwise specified, were from Sigma-
Aldrich (Merck). Marinobufagenin was a kind gift from Dr.
Alexei Bagrov (National Institute of Aging, NIH, Baltimore).
Target proteins were detected using primary antibodies
against phospho-STAT3 (Tyr705) (Cell Signaling #9145), STAT3
(Cell Signaling #4904), phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (Cell
Signaling #4370 or #9101), ERK1/2 (Cell Signaling #4695),
phospho-4E-BP1 (Thr37/46) (Cell Signaling #2855), 4E-BP1
(Cell Signaling #9644), α1-subunit of NKA (Upstate #05-369),
phospho-Src (Tyr527) (Cell Signaling #2105), phospho-S6
ribosomal protein (Ser235/236) (Cell Signaling #2211), S6
ribosomal protein (Cell Signaling #2217), phospho-p70S6K
(Thr389) (Cell Signaling #9205), phospho-Akt (Ser473) (Cell
Signaling #4060), total Akt (Cell Signaling #4691), HIF-
1α (Novus Biologicals #NB100-449), HIF-1β/ARNT (Cell
Signaling #5537).
Ethical Approvals
Preparation of primary human skeletal muscle cells and
experimental procedures involving these cells were approved by
the Republic of Slovenia National Medical Ethics Committee
(ethical approval no. 71/05/12 and 0120-698/2017/4) or Ethics
Committee at Karolinska Institutet (ethical approval no.
DNR 2006/225-31/1).
Primary Human Skeletal Muscle Cell
Cultures
Human skeletal muscle cells were prepared from samples of
the semitendinosus muscle (Procedure 1) as described (Dolinar
et al., 2018) for all experiments excepting those conducted to
compare effects of ouabain and marinobufagenin on the cytokine
secretion. Briefly, according to the Procedure 1 satellite cells were
released by trypsinization of muscle samples at 37◦C. Primary
cultures were grown at 37◦C in humidified air with 5% (v/v)
CO2 in Advanced MEM [with 1% (v/v) GlutaMAX, 1% (v/v)
MEM vitamin solution], 10% (v/v) FBS, 0.3% (v/v) fungizone,
and 0.15% (v/v) gentamicin. Skeletal muscle cells were purified
with MACS CD56 MicroBeads (Miltenyi Biotec) before reaching
confluence. To differentiate myoblasts into myotubes, myoblasts
were switched to Advanced MEM with 2% (v/v) FBS for 7–
9 days. For estimation of the cytokine secretion we used skeletal
muscle cells prepared from samples of the vastus lateralis muscle
(Procedure 2) as described (Kotova et al., 2006a). Characteristics
of healthy (Control) subjects and subjects with the type 2 diabetes
(Table 1) were previously reported for a larger cohort (Jiang
et al., 2013). According to the Procedure 2 satellite cells were
released from muscle tissue by incubating muscle samples in
Trypsin-EDTA at 37◦C. To increase the purity of the myogenic
fraction, the released cells were plated for 1 h in the Petri
plates. Supernatants were used for further culturing. Cells were
subsequently maintained in DMEM/F12 supplemented with 20%
(v/v) FBS, 1% (v/v) pen strep and 1% (v/v) fungizone at 37◦C in
humidified air with 7% (v/v) CO2. Myoblasts were differentiated
into myotubes for 7–8 days in DMEM [2% (v/v) FBS, 1% (v/v)
pen strep and 1% (v/v) fungizone].
L6 Skeletal Muscle Cells
L6 cells were obtained from ATCC and cultured as described
(Dolinar et al., 2018). Briefly, L6 cells were cultured in MEMα
supplemented with 10% (v/v) FBS, 1% (v/v) pen strep, and
0.3% (v/v) fungizone. All experiments with L6 muscle cells
were performed on the differentiated myotubes. To differentiate
myoblasts into myotubes, myoblasts were grown in the presence
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TABLE 1 | Baseline characteristics of the donors of skeletal muscle cells that were
used for cytokine measurements.
Clinical characteristics NGT T2D
n (male) 5 4
Age (years) 63.0 ± 3.5 59.3 ± 6.6
BMI (kg/m2) 27.0 ± 1.7 27.8 ± 2.5
Waist (cm) 102.6 ± 7.3 100.3 ± 6.6
Fasting plasma glucose (mM) 5.0 ± 0.2 7.4 ± 0.3***
2-h plasma glucose (mM) 6.0 ± 0.5 16.2 ± 0.7***
HbA1c (%) 4.6 ± 0.2 5.9 ± 0.8**
Total cholesterol (mM) 5.7 ± 0.8 4.7 ± 0.5
LDL (mM) 3.2 ± 1.1 2.9 ± 0.2
HDL (mM) 1.8 ± 0.7 1.4 ± 0.3
Triglyceride (mM) 1.5 ± 1.1 1.0 ± 0.1
SBP (mmHg) 143.0 ± 6.7 153.8 ± 16.5
DBP (mmHg) 91.0 ± 4.2 85.0 ± 0*
Hemoglobin (g/L) 158 ± 8 149 ± 7
DBP, diastolic blood pressure; NGT, normal glucose tolerance; SBP, systolic blood
pressure; T2D, type 2 diabetes. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.00001 vs. NGT.
of 10% (v/v) FBS until they were almost confluent and then for
additional 7–9 days in MEMα with 2% (v/v) FBS.
Gene Silencing of HIF-1α and HIF-1β in
Human Myoblasts
The primary human skeletal muscle cells were seeded into 6-well
(for immunoblotting) or 12-well (for qPCR) plates and cultured
overnight in Advanced MEM with 10% (v/v) FBS and without
antibiotics and antimycotics. The transfections were performed
using lipofectamine 2000 reagent (Thermo Fisher Scientific)
according to the manufacturer’s protocol. Lipofectamine and
siRNA were separately diluted in Opti-MEM (Thermo Fisher
Scientific) and combined just before addition to the cell culture
medium. Final concentrations of siRNA in the medium were:
5 nM siRNA against HIF-1α (J-004018–10 selected as the most
effective from the ON-TARGETplus SMARTpool set) and/or
10 nM of each siRNA (J-007207-06, -07, -08, and -09) from the
ON-TARGETplus SMARTpool set against HIF-1β, or scrambled
siRNA (ON-TARGETplus Non-targeting Pool, D-001810-10-
20) at 5 nM (siSCR1) and 45 nM (siSCR2) concentration
(all from Dharmacon Horizon Discovery). Final concentration
of lipofectamine was 2h (v/v). After 24-h incubation in the
presence of siRNA, the cell medium was replaced with the
complete growth medium. Experiments were performed 24 h
after the medium replacement.
Immunoblotting
Immunoblotting was performed as described (Dolinar et al.,
2018). Briefly, at the end of the experiment, cells were washed
with the ice-cold phosphate-buffered saline (PBS: 137 mM NaCl,
2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4) and
lysed in the Laemmli buffer [62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2%
(w/v) sodium dodecyl sulfate (SDS), 10% (w/v) glycerol, 5% (v/v)
2-mercaptoethanol, 0.002% (w/v) bromophenol blue]. Proteins
were resolved with SDS-PAGE (4–12% polyacrylamide gels) and
transferred to the PVDF membrane with wet electrotransfer.
After the transfer, membranes were stained with Ponceau S [0.1%
(w/v) in 5% (v/v) acetic acid] to evaluate uniformity of sample
loading and transfer. Membranes were then blocked with 7.5%
(w/v) dry milk in the Tris-buffered saline with Tween 20 [TBST:
20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.02% (v/v) Tween 20, pH 7.5] for 1 h
at room temperature. After blocking, membranes were incubated
with a primary antibody in the primary antibody buffer [20 mM
Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5, 0.1% (w/v) BSA and 0.1% (w/v)
sodium azide] overnight at 4◦C and then with the secondary
antibody-horseradish peroxidase conjugate in TBST with 5%
(w/v) dry milk for 1 h at room temperature. Finally, membranes
were incubated with ECL reagent and then immunolabeled
proteins were visualized on the X-ray films. Films were scanned
with GS-800 Densitometer (Bio-Rad) and analyzed with Quantity
One 1-D Analysis Software (Bio-Rad). Intensities of individual
bands were expressed in arbitrary units relative to the total
intensity of all the bands.
Quantitative Real-Time Polymerase
Chain Reaction
Total RNA was extracted with RNeasy Plus Mini Kit or E.Z.N.A.
HP Total RNA Kit and reverse transcribed to cDNA with High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. The quantitative real-
time polymerase chain reaction (qPCR) was performed on 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific) using TaqMan Universal Master Mix and TaqMan gene
expression assays. The endogenous controls (reference genes)
were actin-β (ACTB), cyclophilin (PPIA), and 18S rRNA. ACTB
was the endogenous control for the gene silencing (of HIF-1α
and/or HIF-1β) experiment. To estimate effects of ouabain on IL-
6 and NKAα1 mRNA the geometric mean of three endogenous
controls (ACTB mRNA, PPIA mRNA, and 18S rRNA) was used
for normalization. Efficiency of PCR was estimated with the
LinRegPCR software (Ramakers et al., 2003; Ruijter et al., 2009).
Cytokine Measurements
Cultured myotubes were treated with 100 nM ouabain or
10 nM marinobufagenin for 16 h in serum-free DMEM.
Once the 16-h treatment with ouabain and marinobufagenin
was completed, media samples were collected and stored at
−20◦C. Measurements of cytokines were performed using High
Sensitivity Human Cytokine Multiplex Immunoassay (Millipore)
on Bio-Plex Multiplex System (BioRad) according to the
manufacturer’s instructions. The amount of secreted cytokines
was normalized to the total cellular protein content as estimated
with the BCA protein assay.
Statistical Analysis
Data are presented as means with standard error of the mean
(SEM) or the standard deviation (SD) as indicated. In all
experiments with human skeletal muscle cells, n refers to the
number of donors (primary cultures obtained from different
donors). Statistical analysis was performed with GraphPad
Prism 6 and 8 (GraphPad Software) using ANOVA with
Dunnett’s or Bonferroni’s test, Kruskal–Wallis and Dunn’s test,
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or Wilcoxon signed-rank test. The difference between the groups
was considered statistically significant when p< 0.05.
RESULTS
Ouabain Suppresses IL-6 Signaling in
Cultured Human Myotubes by Reducing
the Abundance and the Phosphorylation
of STAT3
STAT3, a transcription factor, is activated (phosphorylated) in
skeletal muscle by IL-6 and exercise (Trenerry et al., 2007;
Pedersen and Febbraio, 2008). To determine whether ouabain
modulates IL-6 signaling in skeletal muscle cells, we treated
myotubes with 50 nM ouabain for 20 h in Advanced MEM,
supplemented with 2% FBS. This was followed by a 4-h
treatment with 50 nM ouabain and/or 100 µg/ml tocilizumab
in serum-free Advanced MEM. Myotubes were stimulated with
50 ng/ml IL-6 (Figures 1A–D) during the last 15 min. Ouabain
decreased the abundance of the α1-subunit of NKA (NKAα1)
(Figure 1A) and STAT3 (Figure 1B). The basal and the IL-6-
stimulated phosphorylation of STAT3 (Tyr705) were also reduced
by ouabain (Figures 1C,D). Tocilizumab, an antibody against
the α-subunit (IL-6Rα) of the oligomeric IL-6 receptor (IL-
6Rα/gp130), blocked the IL-6-stimulated phosphorylation of
STAT3 without significantly altering its basal phosphorylation
(Figures 1C,D) or the abundance of STAT3 (Figure 1B).
In humans intravenous application of ouabain results in peak
plasma concentrations in the ∼10 nM range, while chronic
steady-state concentrations are below 1 nM (Selden and Smith,
1972; Lewis et al., 1994; Pidgeon et al., 1994). To determine
the concentration dependency of ouabain effects, myotubes were
treated with 1–50 nM ouabain for 24 h in serum-free Advanced
MEM (Figures 1E–H). While low concentrations of ouabain
(1 and 2.5 nM) already tended to reduce the level of NKAα1,
10 nM ouabain reduced it by more than 80% (Figure 1E). The
phosphorylation of STAT3 was reduced in a dose-dependent
manner by 2.5–50 nM ouabain (Figures 1F,G). The abundance
of STAT3 was reduced only by 50 nM ouabain. The phospho-
STAT3:STAT3 ratio was reduced already by 2.5–25 nM ouabain
(Figure 1H), indicating that lower concentrations of ouabain
are required to suppress the phosphorylation than to reduce the
abundance of STAT3.
After a single intravenous dose, ouabain displays a rapid
initial decline, followed by a late phase of slow elimination,
which has a half-life of more than ∼20 h (Selden and Smith,
1972). To determine the time course of ouabain effects, human
myotubes were treated with 50 nM ouabain for 1–24 h in
serum-free Advanced MEM (Figures 1I–L). The abundance of
NKAα1 was significantly reduced after 6 h and reached its lowest
level at 12 h, which was maintained up to 24 h (Figure 1I).
The total STAT3 was relatively stable for the first 12 h of
treatment, but was reduced at 24 h (Figure 1J), consistent
with previous experiments (Figures 1B,F). The phosphorylation
of STAT3 was also relatively stable for the first 3 h of
treatment, but was almost totally suppressed at 12 and 24 h of
ouabain treatment (Figure 1K). As estimated by the phospho-
STAT3:STAT3 ratio (Figure 1L), these results again indicate
that ouabain reduces the phosphorylation before reducing the
abundance of STAT3, which suggests that ouabain affects STAT3
signaling via two mechanisms.
Ouabain Stimulates Activation of the
ERK1/2 Pathway in Cultured Human
Myotubes in a Time- and
Concentration-Dependent Manner
Ouabain is thought to activate the signaling complex
comprising NKA, EGFR, and Src, which leads to activation
of the ERK1/2 pathway (Xie and Askari, 2002; Kotova et al.,
2006a). We estimated activity of this pathway by measuring
the inhibitory phosphorylation of Src (Tyr527) and the
activating phosphorylation of ERK1/2 (Thr202/Tyr204)
(Figure 2). Experiments were the same as those described
in Figure 1. The phosphorylation of Src was increased by
the 12-h treatment with 50 nM ouabain (Figure 2I), but was
otherwise unresponsive to all treatments. Ouabain tended to
increase the phosphorylation of ERK1/2 and/or the phospho-
ERK1/2:ERK1/2 ratio. The effect was most pronounced at 12 h
(Figures 2K,L), but was also observed at 24 h (Figures 2D,H).
Tocilizumab, which blocks IL-6Rα, markedly suppressed the
phosphorylation of ERK1/2 (Figures 2C,D), indicating that
the IL-6Rα/gp130 receptor complex is active under the basal
conditions. While these experiments showed that ouabain
activated the ERK1/2 pathway (schematically presented in
Figure 2M), its response was delayed. However, if we treated
myotubes with 100 nM ouabain (a cardenolide) and 10 nM
marinobufagenin (a bufadienolide), which were previously
shown to inhibit NKA transport activity to a similar degree
(Kotova et al., 2006a), ERK1/2 response was observed between
2–6 h (data not shown).
Ouabain Stimulates Activation of the
Akt-mTOR Pathway in Cultured Human
Myotubes in a Time- and
Concentration-Dependent Manner
Activation of the Akt-mTOR pathway (schematically presented
in Figure 2M) is thought to link ouabain to cardiac hypertrophy
(Liu et al., 2007). The mTOR pathway is activated by exercise
and is important for hypertrophy of skeletal muscle (Baar and
Esser, 1999; Terzis et al., 2008; Marabita et al., 2016). We
assessed activity of this pathway (Figures 3, 4) by measuring
the phosphorylation of Akt (Ser473), 70 kDa ribosomal protein
S6 kinase (p70S6K, Thr389), S6 ribosomal protein (S6RP,
Ser235/236), and the eukaryotic translation initiation factor
4E-binding protein 1 (4E-BP1, Thr37/46) (see Figure 2M).
In cultured human myotubes the phosphorylation of Akt
and/or the phospho-Akt:Akt ratios were increased by 10–
50 nM ouabain (Figures 3A–C,E–G). An increase in the
phosphorylation of Akt could be observed from 6 to 24 h
of ouabain treatment (Figures 3I–K). Stimulation of the
Akt phosphorylation was paralleled by an increase in the
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FIGURE 1 | Ouabain suppresses IL-6 signaling in cultured human myotubes by reducing the abundance and the phosphorylation of STAT3. (A–D) Human myotubes
were treated with or without 50 nM ouabain (OUA) in Advanced MEM with 2% FBS for 20 h and in serum-free Advanced MEM for 4 h. Cells were treated with
tocilizumab (100 µg/ml, TCB) during the last 4 h and with interleukin-6 (50 ng/ml, IL-6) during the last 15 min. (E–L) Human myotubes were treated in serum-free
Advanced MEM with different concentrations of OUA for 24 h (E–H) or with 50 nM OUA for 1–24 h (I–L). (A,E,I) α1-subunit of Na,K-ATPase (NKAα1), (B,F,J) the
total STAT3 and (C,G,K) phospho-STAT3 (Tyr705) were measured by immunoblotting. Graphs in panels (D,H,L) show the phospho-STAT3:STAT3 ratio. Results are
means with SEM (n = 4–8). *p < 0.05 vs. Basal.
phosphorylation of p70S6K (Figures 3D,H,L). Phosphorylation
of S6RP and/or the phospho-S6RP:S6RP ratio were also increased
by ouabain (Figures 4A–C,G–I,M–O). Compared with Akt,
higher concentrations of ouabain (25 or 50 nM) were required
to stimulate the phosphorylation of p70S6K and S6RP. The
phosphorylation of 4E-BP1 remained unaltered during treatment
with ouabain (Figures 4D–F,J–L,P–R).
Suppressive Effects of Ouabain on the
Abundance of NKAα1 and STAT3 in
Cultured Human Myotubes Are Mimicked
by Puromycin and Blocked by MG-132
Analysis of the Akt-mTOR pathway suggested that prolonged
treatment with 25–50 nM ouabain stimulated protein synthesis
(Figures 3, 4), while it suppressed the abundance of NKAα1 and
STAT3. To investigate the mechanisms by which ouabain reduces
the abundance of NKAα1 and STAT3, we pretreated the cells
for 1 h with puromycin, an inhibitor of protein translation, and
MG-132, an inhibitor of the proteasome (Figure 5A). After 1-h
pretreatment with puromycin and MG-132, 50 nM ouabain was
added for 24 h. Puromycin and ouabain reduced the abundance
of NKAα1 and STAT3 (Figures 5B,C). The combined treatment
did not suppress NKAα1 additively (Figure 5B), but it tended to
further reduce the abundance of the total STAT3 (Figure 5C).
The abundance of NKAα1 and STAT3 was higher in myotubes
treated with MG-132 than in those treated with MG-132 and
ouabain (Figures 5B,C). Ouabain stimulated dephosphorylation
of STAT3 in the presence of MG-132 (Figure 5D), although
MG-132 prevented ouabain-induced reduction of the total
STAT3 (Figure 5C). This result again indicates that ouabain-
induced dephosphorylation of STAT3 is not exclusively caused by
a reduction of the total STAT3.
Ouabain tended to increase the phosphorylation of ERK1/2 in
the presence of MG-132 and puromycin (Figures 5F,G), but it
again had no effect on the phosphorylation of Src (Figure 5E).
MG-132 markedly suppressed the basal phosphorylation of
p70S6K (Figure 5J), consistent with its inhibitory effect
on this kinase (Liu et al., 2011). Despite the suppression
of the basal phosphorylation of p70S6K, MG-132 did not
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FIGURE 2 | Ouabain stimulates activation of the ERK1/2 pathway in cultured human myotubes in a time- and concentration-dependent manner. (A–D) Human
myotubes were treated with or without 50 nM ouabain (OUA) in Advanced MEM with 2% FBS for 20 h and in serum-free Advanced MEM for 4 h. Cells were treated
with tocilizumab (100 µg/ml, TCB) during the last 4 h and with interleukin-6 (50 ng/ml, IL-6) during the last 15 min. (E–L) Human myotubes were treated in
serum-free Advanced MEM with different concentrations of OUA for 24 h (E–H) or with 50 nM OUA for 1–24 h (I–L). (A,E,I) phospho-Src (Tyr527), (B,F,J) the total
ERK1/2 and (C,G,K) phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) were measured by immunoblotting. Graphs in panels (D,H,L) show the phospho-ERK1/2:ERK1/2 ratio.
Results are means with SEM (n = 4–8). *p < 0.05 vs. Basal. (M) Schematic overview of ouabain signaling via the Src-ERK1/2 pathway and the phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K)/Akt/mTOR pathway. ERK1/2 is a known upstream regulator of the mTOR complex 1 (mTORC1), indicating crosstalk between the two pathways.
Phosphoproteins that were assessed in this study are indicated by P.
prevent the ouabain-stimulated activation of the Akt-mTOR
pathway as assessed by measuring the phosphorylation of Akt
(Figures 5H,I), p70S6K (Figure 5J), or S6RP (Figures 5K,L).
While puromycin reduced the basal and the ouabain-stimulated
phosphorylation of Akt (Figures 5H,I), p70S6K (Figure 5J) and
S6RP (Figures 5K,L) cells remained responsive to ouabain. None
of the treatments had a marked effect on 4E-BP1 (Figures 5M,N).
Taken together, these results suggested that ouabain
reduced the abundance of NKAα1 and STAT3 by reducing
protein synthesis and/or stimulating proteolysis. On the
other hand, activation of the mTOR pathway would tend to
stimulate protein synthesis and we therefore hypothesized that
downregulation of these proteins might be due to reduced
gene expression. However, ouabain upregulated NKAα1 mRNA
(Figure 5O), demonstrating that the abundance of NKAα1
protein was not reduced due to the suppression of NKAα1
(ATP1A1) gene expression. Finally, since STAT3 is known to
promote the IL-6 gene expression in cultured rat myotubes
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FIGURE 3 | Ouabain stimulates the phosphorylation of Akt and p70S6K in cultured human myotubes. (A–D) Human myotubes were treated with or without 50 nM
ouabain (OUA) in Advanced MEM with 2% FBS for 20 h and in serum-free Advanced MEM for 4 h. Cells were treated with tocilizumab (100 µg/ml, TCB) during the
last 4 h and with interleukin-6 (50 ng/ml, IL-6) during the last 15 min. (E–L) Human myotubes were treated in serum-free Advanced MEM with different concentrations
of OUA for 24 h (E–H) or with 50 nM OUA for 1–24 h (I–L). (A,E,I) The total Akt, (B,F,J) phospho-Akt (Ser473), and (D,H,L) phospho-p70S6K (Thr389) were
measured by immunoblotting. Graphs in panels (C,G,K) show the phospho-Akt:Akt ratio. Results are means with SEM (n = 4–8). *p < 0.05 vs. Basal, Up = 0.058.
(Bustamante et al., 2014), we evaluated if the ouabain-induced
suppression of STAT3 signaling downregulates IL-6 expression.
Despite the suppression of STAT3 signaling, ouabain increased
IL-6 mRNA in a concentration-dependent manner (Figure 5P),
again showing that the ouabain treatment did not lead to overall
suppression of transcription.
Ouabain Promotes the Cytokine
Secretion From the Cultured Human
Myotubes
The ouabain-induced increase in IL-6 mRNA (Figure 5P)
indicated that ouabain may increase the secretion of IL-6.
To determine whether CTS modulate cytokine secretion from
human myotubes, we used ouabain as well as marinobufagenin.
We treated myotubes from subjects with normal glucose
tolerance (NGT) or the type 2 diabetes (T2D) (Table 1) with
100 nM ouabain or 10 nM marinobufagenin for 16 h in serum-
free DMEM. We used the NGT and T2D myotubes because
chronic inflammation and dysregulated cytokine action is known
to contribute to metabolic derangements in diabetes (Donath
and Shoelson, 2011), which could lead to different responses
to CTS. We measured 13 different cytokines, among which
only interferon-γ could not be consistently detected in cell
culture medium (Figure 6). The NGT and T2D myotubes
most robustly secreted IL-6 (Figure 6E), IL-8 (Figure 6G), and
GM-CSF (Figure 6K). Consistent with an upregulation of IL-6
mRNA (Figure 5P), ouabain promoted the secretion of IL-6
from the NGT myotubes (Figure 6E). Ouabain also promoted
the secretion of IL-8 (Figure 6G), GM-CSF (Figure 6K),
and TNF-α (Figure 6L). In the T2D myotubes, ouabain
promoted the secretion of IL-10 (Figure 6H) and GM-CSF
(Figure 6K). Marinobufagenin did not significantly alter the
cytokine secretion, although IL-5 (Figure 6D) tended to be
increased upon marinobufagenin treatment.
HIF-1 Does Not Mediate the
Ouabain-Induced Suppression of the
IL-6/STAT3 Signaling in Cultured Human
Skeletal Muscle Cells
The phosphorylation of STAT3 was suppressed by 2.5 nM
ouabain (Figures 1F–H), which did not alter activity of
the ERK1/2 (Figures 2F–H) or the Akt-mTOR pathways
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FIGURE 4 | Ouabain stimulates the phosphorylation of S6RP in cultured human myotubes. (A–F) Human myotubes were treated with or without 50 nM ouabain
(OUA) in Advanced MEM with 2% FBS for 20 h and in serum-free Advanced MEM for 4 h. Cells were treated with tocilizumab (100 µg/ml, TCB) during the last 4 h
and with interleukin-6 (50 ng/ml, IL-6) during the last 15 min. (G–R) Human myotubes were treated in serum-free Advanced MEM with different concentrations of
OUA for 24 h (G–L) or with 50 nM OUA for 1–24 h (M–R). (A,G,M) The total S6RP, (B,H,N) phospho-S6RP (Ser235/236), (D,J,P) the total 4E-BP1, and (E,K,Q)
phospho-4E-BP1 (Thr37/46) were measured by immunoblotting. Graphs in panels (C,I,O) show the phospho-S6RP:S6RP ratio and graphs in panels (F,L,R) show
the phospho-4E-BP1:4E-BP1 ratio. Results are means with SEM (n = 4–8). *p < 0.05 vs. Basal.
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FIGURE 5 | Suppressive effects of ouabain on the abundance of NKAα1 and STAT3 in cultured human myotubes are mimicked by puromycin and blocked by
MG-132. (A) Puromycin and MG-132 inhibit mRNA translation and protein degradation, respectively. (B–N): Human myotubes were treated in serum-free Advanced
MEM with or without 1 µM MG-132 or 0.5 µg/ml puromycin (PURO) and/or 50 nM ouabain (OUA). MG-132 and puromycin were added 1 h before 24-h incubation
with OUA. (B) α1-subunit of Na,K-ATPase (NKAα1), (C) the total STAT3, (D) phospho-STAT3 (Tyr705), (E) phospho-Src (Tyr527), (F) the total ERK1/2, (G)
phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204), (H) the total Akt, (I) phospho-Akt (Ser473), (J) phospho-p70S6K (Thr389), (K) the total S6RP, (L) phospho-S6RP (Ser235/236),
(M) the total 4E-BP1 and (N) phospho-4E-BP1 (Thr37/46) were analyzed by immunoblotting. (O,P) Human myotubes were treated in serum-free Advanced MEM
with different concentrations of OUA for 24 h. Expression of (O) NKAα1 mRNA and (P) interleukin-6 (IL-6) mRNA was determined with quantitative PCR. NKAα1
mRNA and IL-6 mRNA were normalized to three endogenous controls (PPIA mRNA, ACTB mRNA, and 18S rRNA). All values were normalized to respective Basal.
Results are means with SEM (n = 6–8). *p < 0.05 vs. Basal, §p < 0.05 vs. MG-132, #p < 0.05 vs. puromycin.
(Figures 3E–H, 4G–L), suggesting that other pathways might
be involved in suppressing the STAT3 signaling. Gene silencing
of HIF-1α, the oxygen-sensitive subunit of the heterodimeric
transcription factor HIF-1 (HIF-1α/HIF-1β) (Samanta and
Semenza, 2017), suppresses the phosphorylation of STAT3 in
fibroblasts (Gao et al., 2015), while ouabain reduces HIF-1α
levels in cancer and smooth muscle cells (Zhang et al., 2008;
Koltsova et al., 2014). Based on these reports we hypothesized
that ouabain may block the IL-6-stimulated phosphorylation of
STAT3 by suppressing HIF-1. To examine this possibility, we
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FIGURE 6 | Ouabain promotes the cytokine secretion from the cultured human myotubes. Myotubes from subjects with normal glucose tolerance (NGT) or the type
2 diabetes (T2D) were treated with 100 nM ouabain (OUA) or 10 nM marinobufagenin (MBG) for 16 h. (A–L) Cytokines IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10,
IL-12, IL-13, GM-CSF, TNF-α were measured using High Sensitivity Human Cytokine Multiplex Immunoassay. The amount of secreted cytokines (in pg or ng) was
normalized to the total cellular protein content (in mg). Results are means with SD (n = 3–5). *p < 0.05, Up = 0.054, &p = 0.068 vs. Basal.
treated myotubes with 50 nM ouabain for 20 h in Advanced
MEM supplemented with 2% FBS. This was followed by a 4-h
treatment in serum-free Advanced MEM with 50 nM ouabain
with or without 250 µM CoCl2, which prevents normoxic
degradation of HIF-1α (Figure 7A) and was shown to effectively
induce HIF-1α in human myoblasts (Pirkmajer et al., 2010; Lojk
et al., 2015). Recombinant human IL-6 was added during the
last 15 min of the experiment (Figures 7B–F). In the absence
of ouabain, CoCl2 potently upregulated HIF-1α (Figure 7B).
Ouabain markedly suppressed HIF-1α upregulation (Figure 7B)
as well as the abundance of the total and phosphorylated
STAT3 (Figures 7C,D). CoCl2 did not alter the total STAT3,
but the phosphorylation of STAT3 was blocked by CoCl2 even
in the presence of IL-6 (Figures 7C,D). Interestingly, ouabain
suppressed the phosphorylation of ERK1/2 in the presence of
CoCl2 (Figures 7E,F).
To further evaluate the role of HIF-1α, we wanted to perform
gene silencing, which is more efficient in myoblasts than in
myotubes. Before performing gene silencing, we evaluated how
ouabain affects the HIF-1α and STAT3 signaling in myoblasts.
Proliferating human myoblasts were treated with ouabain (50 nM
or 500 µM) and CoCl2 (250 µM) for 4 h and IL-6 was added
for the last 15 min (Figures 7G–K). Treatment with CoCl2
markedly upregulated HIF-1α levels (Figure 7G) and suppressed
the phosphorylation of STAT3 (Figures 7H,I). In the presence of
IL-6, 50 nM ouabain slightly suppressed HIF-1α and somewhat
increased the phosphorylation of STAT3 (Figures 7G,I). In
contrast, 500 µM ouabain, which is sufficient to completely
inhibit NKA transport activity (Kotova et al., 2006a), markedly
suppressed HIF-1α (Figure 7G) and the phospho-STAT3 levels
(Figure 7I). All treatments reduced or tended to reduce the
phosphorylation of ERK1/2 (Figures 7J,K).
We then pretreated myoblasts with 50 nM ouabain for
20 h in the presence of 10% FBS in Advanced MEM
(Figures 7L–P), which was followed by a 4-h treatment
with 50 nM ouabain and/or 250 µM CoCl2 in serum-
free medium. IL-6 was added during the final 15 min.
Pretreatment with 50 nM ouabain was sufficient to almost
completely suppress HIF-1α (Figure 7L) and phospho-STAT3
(Figures 7M,N). The phosphorylation of ERK1/2 was again
reduced by all treatments (Figures 7O,P). Taken together,
these results replicated ouabain effects in myotubes, indicating
myoblasts were a valid model to test whether HIF-1α mediates
suppressive effects of ouabain on STAT3.
To examine whether suppression of HIF-1α mimics effects
of ouabain on IL-6 signaling, we knocked down HIF-1α and/or
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FIGURE 7 | Ouabain blocks CoCl2-induced upregulation of HIF-1α in cultured human myotubes and myoblasts. (A) Under normoxic conditions HIF-1α is
continuously hydroxylated (not shown) and degraded in the proteasome. CoCl2 blocks HIF-1α hydroxylation, thus suppressing its proteasomal degradation, which
leads to heterodimerization with HIF-1β. (B–F) Human myotubes were incubated in Advanced MEM with 2% FBS with or without 50 nM ouabain (OUA) for 20 h.
During the next 4 h cells were incubated in serum-free Advanced MEM with or without 50 nM OUA and/or 250 µM CoCl2. During the final 15 min, cells were treated
with or without 50 ng/ml interleukin-6 (IL-6). (G–K) Human myoblasts were incubated in serum-free Advanced MEM with or without 50 nM or 500 µM OUA and/or
250 µM CoCl2 for 4 h. Cells were treated with 50 ng/ml IL-6 during the final 15 min. (L–P) Human myoblasts were incubated in Advanced MEM with 10% FBS with
or without 50 nM OUA for 20 h. During the next 4 h cells were incubated in serum-free Advanced MEM with or without 50 nM OUA and/or 250 µM CoCl2. During
the final 15 min, cells were treated with or without 50 ng/ml IL-6. (B,G,L) HIF-1α, (C,H,M) the total STAT3, (D,I,N) phospho-STAT3 (Tyr705), (E,J,O) the total ERK1/2
and (F,K,P) phospho-ERK1/2 were measured by immunoblotting. Results are means with SEM (n = 4–5). *p < 0.05 vs. Basal; #p < 0.05 vs. CoCl2 + IL-6;
§p < 0.05 vs. CoCl2.
HIF-1β in human myoblasts (Figure 8) using a previously
validated protocol, which effectively suppresses capacity of
human myoblasts to activate the HIF-1α/HIF-1β pathway
(Pirkmajer et al., 2010; Lojk et al., 2015). Treatment with HIF-1α
and/or HIF-1β siRNA resulted in a marked reduction of HIF-
1α mRNA (Figure 8A), HIF-1β mRNA (Figure 8B), and/or the
abundance of HIF-1β protein (Figure 8D). In contrast, IL-6
mRNA was not reduced (Figure 8C), indicating HIF-1 (HIF-
1α/HIF-1β) did not contribute to the expression of IL-6 gene
under the basal conditions. To test whether ouabain might
suppress IL-6 signaling by downregulating HIF-1, we treated
HIF-1α and/or HIF-1β deficient myoblasts with IL-6 for 15 min.
As assessed by the phosphorylation of STAT3, gene silencing of
HIF-1α and/or HIF-1β did not suppress the IL-6/STAT3 signaling
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FIGURE 8 | Gene silencing of HIF-1α and/or HIF-1β does not suppress the IL-6/STAT3 signaling in cultured human myoblasts. Human myoblasts were treated with
siRNA directed against HIF-1α (siHIF1α) and/or HIF-1β (siHIF1β). 44 h after application of siRNA cells were serum-starved for 4 h and then analyzed for (A) HIF-1α
mRNA, (B) HIF-1β mRNA, and (C) IL-6 mRNA by the quantitative PCR or (D–G) treated with 50 ng/ml interleukin-6 (IL-6) for 15 min and analyzed for (D) HIF-1β, (E)
the total STAT3 and (F) phospho-STAT3 (Tyr705) by immunoblotting. Graph in panel (G) shows the phospho-STAT3:STAT3 ratio. Two concentrations of scrambled
siRNA (siSCR) were used as controls: 5 nM (siSCR1; control for siHIF-1α) or 45 nM (siSCR2; control for siHIF-1β and siHIF-1α + 1β). mRNA of target genes is
expressed relative to mRNA of a reference gene (ACTB). Results are means with SEM (n = 3–4). *p < 0.05 vs. siSCR1; #p < 0.05 vs. siSCR2; §p < 0.05 vs.
respective basal.
(Figures 8E–G). Taken together, these results suggest that the
suppression of HIF-1 does not mediate effects of ouabain on the
IL-6/STAT3 signaling.
Ouabain Does Not Suppress the
Phosphorylation of STAT3 and the
Induction of HIF-1α in Rat L6 Myotubes
The α-subunit of NKA is a physiological receptor for ouabain
and related CTS, but other receptors may also play a role
(Askari, 2019b). Unlike human myotubes, which prominently
express both NKAα1 and NKAα2 (the NKAα1:NKAα2 mRNA
ratio ≈ 2:1), rat L6 myotubes express almost exclusively
NKAα1 (the NKAα1:NKAα2 mRNA ratio ≈ 100:1) (Table 2).
The rodent NKAα1 is ouabain-resistant (Akera et al., 1969;
TABLE 2 | Gene expression of the NKAα isoforms in cultured human and
rat L6 myotubes.
NKAα isoform Human myotubes (×10−2) Rat L6 myotubes (×10−3)
NKAα1 12.8 ± 5.5 1.84 ± 0.19
NKAα2 6.27 ± 4.05 0.018 ± 0.001***
NKAα3 0.027 ± 0.043** Not detected
Expression levels are reported as the gene expression ratios (NKAα mRNA/actin-
β mRNA). Results are shown as means ± SD (human myotubes: n = 6, rat L6
myotubes: n = 4). **p < 0.01 vs. NKAα1 in human myotubes; ***p < 0.0001 vs.
NKAα1 in rat L6 myotubes.
Fallows et al., 1987; Kent et al., 1987; Price and Lingrel, 1988)
and its transport activity is not reduced even by 1 µM ouabain
(Chibalin et al., 2012). To evaluate whether the suppression of
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STAT3 signaling and HIF-1α is dependent on NKAα1, we treated
the rat L6 myotubes with 50 nM ouabain and/or CoCl2. The
abundance of NKAα1 (Figure 9A) as well as the abundance and
the phosphorylation of STAT3 (Figures 9B,C) were unaltered
by the ouabain treatment. CoCl2 markedly upregulated HIF-1α,
but in contrast to the human skeletal muscle cells (Figure 7)
ouabain did not affect the abundance of HIF-1α in CoCl2-
treated cells (Figure 9D). Ouabain did not have any major
effect on Src, ERK1/2, or mTOR signaling (Figures 9E–L). Taken
together, these results indirectly suggest that ouabain requires
the ouabain-sensitive NKAα1 to modulate the ERK1/2 and the
mTOR pathways and to suppress the STAT3 and the HIF-1α
signaling in skeletal muscle cells.
DISCUSSION
Cardiotonic steroids, especially ouabain, are thought to be
secreted during exercise in dogs and humans (Valdes et al., 1988;
Antolovic et al., 2000; Bauer et al., 2005). Skeletal muscles, which
contain a major pool of CTS receptor NKA, are an important
target tissue for the exogenous ouabain (Kjeldsen et al., 1985;
Clausen, 1996, 2010). If NKA is a hormonal receptor for the
endogenous CTS (Schoner, 2002; Dostanic-Larson et al., 2005;
Bagrov et al., 2009; Aperia et al., 2016; Blaustein, 2018), skeletal
muscles would be an important site of action of the endogenous
ouabain or the related CTS during exercise. Using cultured
human skeletal muscle cells we found that ouabain suppressed
the IL-6/STAT3 signaling and promoted the secretion of IL-6
and several other cytokines. These results implicate a role for
NKA and CTS in regulation of the IL-6 signaling and secretion
in skeletal muscle. In addition, ouabain suppressed HIF-1α
and activated the ERK1/2 and the mTOR pathways, which are
all involved in signaling response to muscle contractions and
exercise (Egan and Zierath, 2013). Taken together, our results
imply that the putative endogenous ouabain or CTS that are still
used for therapy of certain types of heart disease could modulate
muscle adaptations to exercise.
STAT3, activated in skeletal muscle by IL-6 and exercise,
plays a role in skeletal muscle metabolism, regeneration, and
hypertrophy (Trenerry et al., 2007; Pedersen and Febbraio, 2008;
Serrano et al., 2008; Yin et al., 2013). Ouabain suppressed
signaling via STAT3 under the basal and the IL-6-stimulated
conditions (Figures 1, 7). The suppression of the STAT3
pathway was likely the result of two different mechanisms. First,
the abundance of the total STAT3 was reduced by ouabain,
which in itself reduces the amount of STAT3 that is available
for phosphorylation. Consistent with our observation, ouabain
reduced the abundance of STAT3 in the alveolar epithelial cells
by inhibiting translation (Amarelle et al., 2019). Second, ouabain
likely suppressed the phosphorylation of STAT3 independently of
alterations in the abundance of STAT3. This idea is supported by
the observation that the dephosphorylation of STAT3 preceded
the loss of the total STAT3 in our time-course experiment
(Figures 1J–L). Further, lower ouabain concentrations (2.5–
25 nM) were needed to reduce the phosphorylation of STAT3
than its abundance (50 nM) (Figures 1F–H). Finally, ouabain
markedly suppressed the phosphorylation of STAT3 in cells
treated with MG-132 although the total STAT3 was unaltered
(Figures 5C,D). In sum, our data indicate that ouabain is a potent
suppressor of the IL-6/STAT3 signaling (Figure 10).
As well as STAT3, ouabain markedly reduced the abundance
of NKAα1 in human myotubes (Figures 1A,E,I). NKAα1 can
be modified by ubiquitination (Coppi and Guidotti, 1997)
and MG-132 opposes the loss of NKAα1, which is caused by
various treatments, including CdCl2 (Thevenod and Friedmann,
1999) and hypoxia (Comellas et al., 2006). Actions of MG-
132 could indicate that NKAα1 is ubiquitinated and at least
partially degraded in the proteasome in response to the ouabain
treatment. However, the ubiquitination of NKAα1 does not
necessarily mean that it is directed to the proteasome. Indeed,
ubiquitination might be more important as regulator of its
endocytosis and lysosomal degradation (Lecuona et al., 2009).
Inhibition of the proteasome by MG-132 reduces the availability
of ubiquitin (Melikova et al., 2006), which may in turn reduce
the ubiquitination of NKAα1, thus increasing its retention in
the membrane. Taken altogether, our results indirectly suggest
that ouabain induces NKAα1 ubiquitination, which subsequently
leads to its internalization and proteolysis (Figure 10) in the
lysosome and/or proteasome.
Prolonged exposure to ouabain upregulated NKAα1 mRNA
(Figure 5O) and stimulated the phosphorylation of Akt, p70S6K,
and S6RP (Figures 3, 4), indicating activation of the Akt-mTOR
pathway, which would tend to stimulate the protein synthesis.
Activation of the ERK1/2 pathway (Figure 2) might have also
contributed to the activation of the mTOR pathway (Figure 2M).
However, activation of the Akt-mTOR pathway does not exclude
the possibility that inhibition of translation contributed to the
loss of NKAα1. For instance, inhibition of NKA might have
reduced the [K+]i:[Na+]i ratio, thus suppressing translation via a
mechanism that does not directly involve protein kinases. Indeed,
in the epithelial alveolar cells ouabain inhibits NKA, decreases
[K+]i, and thereby reduces protein translation that leads to the
loss of STAT3 (Amarelle et al., 2019). The reduced abundance of
STAT3 in skeletal muscle cells treated with 50 nM ouabain for
24 h indirectly suggests a similar mechanism exists in skeletal
muscle. Activation of the mTOR pathway during the postexercise
recovery is linked to protein synthesis and muscle hypertrophy
(Baar and Esser, 1999; Terzis et al., 2008). Considered together,
our data imply that the endogenous or the exogenous ouabain
might modulate response of the mTOR pathway (Figure 10) and
translational machinery in skeletal muscle after exercise.
The EGFR/Src/ERK1/2 pathway established NKA as a signal
transducer (Xie and Askari, 2002), but its functional significance
is still debated (Askari, 2019a). ERK1/2 is activated by exercise
and is thought to be an important transcriptional regulator
in skeletal muscle (Widegren et al., 1998; Yu et al., 2003).
While we did not study this pathway in detail, our results
suggest that lower concentrations of ouabain (1–25 nM) do not
potently stimulate the phosphorylation of ERK1/2 (Figures 2F–
H). Indeed, even 50 nM ouabain increased its phosphorylation
only with the prolonged treatment (12–24 h). Alternatively, the
signal might be transient and returns to basal within the first hour
of ouabain treatment. A long delay in ERK1/2 response indirectly
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FIGURE 9 | Ouabain does not suppress STAT3 and HIF-1α in rat L6 myotubes. L6 myotubes were treated in serum-free MEMα with or without 50 nM ouabain
(OUA) for 24 h and with or without 250 µM CoCl2 during the last 4 h. (A) α1-subunit of Na,K-ATPase (NKAα1), (B) the total STAT3, (C) phospho-STAT3 (Tyr705),
(D) HIF-1α, (E) phospho-Src (Tyr527), (F) the total ERK1/2, (G) phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204), (H) phospho-p70S6K (Thr389), (I) the total S6RP, (J)
phospho-S6RP (Ser235/236), (K) the total 4E-BP1 and (L) phospho-4E-BP1 (Thr37/46) were measured by immunoblotting. Results are means with SEM (n = 3).
*p < 0.05 vs. Basal.
suggests that it might be due to altered [K+]i, [Na+]i, or [Ca2+]i
rather than a direct result of activation of the EGFR/NKA/Src
signaling complex. However, a more rapid ERK1/2 response can
be observed in myotubes treated with 100 nM ouabain or 10 nM
marinobufagenin (Kotova et al., 2006a), which is consistent with
the idea that ERK1/2 activation is strongly dependent on the
concentration of ouabain (Wu et al., 2015). While our data
suggest that low concentrations of ouabain stimulate ERK1/2
only with a significant delay, this does not mean that such
activation would not be physiologically important. For instance,
a role of the putative endogenous ouabain could be to stimulate
ERK1/2 and the glycogen synthesis (Kotova et al., 2006a,b) during
the postexercise recovery.
Ouabain suppressed the CoCl2-induced expression of HIF-1α
in human skeletal muscle cells in a time- and concentration-
dependent manner (Figure 7), consistent with suppressive
effect of ouabain and other CTS on the HIF-1α abundance
in cancer (Zhang et al., 2008) and smooth muscle cells
(Koltsova et al., 2014). In contrast, some studies suggested that
ouabain or digoxin may upregulate HIF-1α in colon cancer cells
and the kidney tubules (Rosenberger et al., 2006; Riganti et al.,
2009). Differences in ouabain effects could be due to different
experimental models or ouabain concentrations. For instance,
colon cancer cells were treated with 1 µM ouabain or digoxin
(Riganti et al., 2009). In cultured human skeletal muscle cells
under oxygen-deficient conditions or CoCl2 treatment, HIF-1α
is rapidly upregulated and stimulates expression of hypoxia-
responsive genes (Pirkmajer et al., 2010; Lojk et al., 2015).
HIF-1 is also upregulated in contracting skeletal muscles and
plays a role in adaptations to exercise (Ameln et al., 2005; Egan
and Zierath, 2013). Taken together with studies demonstrating
ouabain secretion during exercise (Antolovic et al., 2000; Bauer
et al., 2005), our results suggest ouabain may modulate the
hypoxia-induced gene expression (Figure 10) in skeletal muscle.
Ouabain decreased the responsiveness of human myotubes
to IL-6 (Figures 1, 7), but promoted the secretion of IL-6
(Figure 6). This dual effect suggests ouabain might be involved
in a negative feedback regulation of IL-6 in skeletal muscle,
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FIGURE 10 | Overview of ouabain effects in cultured human skeletal muscle cells. (A) In the first phase (1–6 h), ouabain stimulates proteolysis of NKA and starts to
suppress the basal phosphorylation of STAT3 and the HIF-1 pathway. The Akt pathway is activated. (B) In the second phase (6–12 h), ouabain activates the ERK1/2
pathway, possibly via Src-dependent and independent mechanisms, as well as the mTOR pathway. (C) In the third phase (12–24 h), ouabain upregulates expression
of NKAα1 (ATP1A1 gene) as well as expression and secretion of IL-6. The IL-6/STAT3 and the HIF-1 pathways are markedly suppressed (Note: Alterations in the
[K+]i:[Na+]i ratio are inferred based on the published data. The thickness of lines indicates the intensity of the effects).
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whereby an initial decrease in responsiveness results in increased
IL-6 secretion, which would tend to oppose the suppression
of the IL-6/STAT3 pathway. IL-6 plays a pro-inflammatory
role in the stress response during acute illness and chronic
inflammation, such as rheumatoid arthritis (Friedland et al.,
1992; Smolen et al., 2008; Febbraio et al., 2010; Hocevar et al.,
2013; Pal et al., 2014). In critical illness, plasma concentrations
of the endogenous ouabain are increased and correlate with
high concentrations of IL-6 (Berendes et al., 2003). Chronic
exposure to the increased IL-6 concentrations has been linked to
deleterious effects, such as loss of skeletal muscle mass (Tsujinaka
et al., 1995, 1996; Haddad et al., 2005; Bodell et al., 2009) and
insulin resistance (Glund and Krook, 2008; Naugler and Karin,
2008). During the stress response, secretion of anti-inflammatory
and immunosuppressive adrenocortical hormones, especially
cortisol, is essential to keep inflammation and activation of
immune system in check (Russell and Lightman, 2019). By
blocking the IL-6 action, ouabain may dampen negative effects
of exposure to high IL-6 concentrations in skeletal muscle and
other tissues. For instance, ouabain could protect skeletal muscle
from overstimulation with IL-6 during contractions when the
concentrations of IL-6 in skeletal muscle and the peritendinous
tissue can be as high as ∼2000–3000 pg/ml or more (Langberg
et al., 2002; Rosendal et al., 2005). Notably, these concentrations
are already in the range of plasma concentrations observed
during severe sepsis (Friedland et al., 1992).
The ouabain-induced cytokine expression and secretion
are probably not exclusively regulated by inhibition of
the transport activity of NKA. If they were, ouabain and
marinobufagenin would have a similar effect on the cytokine
secretion. Importantly, we used 100 nM ouabain and 10 nM
marinobufagenin, which were previously shown to inhibit
NKA in cultured myotubes to a similar degree (Kotova et al.,
2006a). Nevertheless, inhibition of NKA likely plays at least
a modulatory role since signaling pathways, transcriptional
activity, and protein translation are sensitive to a decrease
in [K+]i and/or an increase in [Na+]i (Kuroki et al., 1997;
Klimanova et al., 2017, 2019; Orlov et al., 2017; Amarelle
et al., 2019). Effects of CTS on the cytokine expression or
secretion seem to depend on many factors, including cell type,
the timing, and CTS concentration. For instance, ouabain
and marinobufagenin increased expression of IL-6 mRNA
and/or the IL-6 secretion in fibroblasts and cytotrophoblast cells
(Akashi et al., 1990; Uddin et al., 2008). In contrast, ouabain
increased the TNF-α secretion, while reducing the IL-6 secretion
in mononuclear cells (Foey et al., 1997). Similarly, digoxin
blocked the lipopolysaccharide-stimulated secretion of IL-6,
IL-8, and TNF-α from mononuclear cells (Ihenetu et al., 2008),
but promoted the expression of TNF-α and IL-6 in the heart
of mice with myocarditis (Matsumori et al., 1999). Finally, it
has to be considered that some effects of CTS on the cytokine
secretion might be indirect. For instance, here we showed that
ouabain promotes the secretion of TNF-α, which is known to
stimulate the IL-6 secretion from the human skeletal muscle cells
(Prelovsek et al., 2006).
One caveat regarding the physiological relevance of our results
are the ouabain (1–100 nM) and marinobufagenin (10 nM)
concentrations that we used for treatment of cells. Some reports
suggest that the plasma concentrations of the endogenous CTS
could be in the range of ∼0.5–2 nM, although others indicated
CTS concentrations could be much lower (Gottlieb et al., 1992;
Manunta et al., 1999, 2006; Berendes et al., 2003; Bagrov
et al., 2009; Pavlovic, 2020). On the other hand, the ouabain
plasma concentrations of up to 15–20 nM were measured in
some subjects receiving high-salt diet (Manunta et al., 2006)
and concentrations of ouabain or ouabain-like substance may
perhaps transiently reach 80–170 nM during exercise (Bauer
et al., 2005). While steady-state plasma concentrations of the
exogenous ouabain are in the high picomolar range (close to
1 nM), intravenous administration of ouabain results in peak
plasma concentrations as high as 5–16 nM depending on the
dose (Selden and Smith, 1972; Lewis et al., 1994; Pidgeon
et al., 1994), indicating that it is not incompatible with survival
if the endogenous ouabain or ouabain-like substance would
reach 15–20 nM in plasma. However, whether concentrations
of the endogenous ouabain as high as 100 nM or more are
possible has been debated, not least because the specificity of
the ouabain immunoassay has been questioned (Forni, 2005;
Hilton and McKinnon, 2005).
In our study ouabain had most pronounced effects during
the prolonged treatments (6–24 h), while signaling pathways
that we analyzed did not respond during the first 3 h
of treatment. In contrast, ouabain immunoreactivity rapidly
declined (the half-time was in the order of minutes) once
exercise bout had been completed (Bauer et al., 2005), which
raises questions whether late effects of ouabain in the cell
culture are physiologically relevant. The pharmacokinetic studies
demonstrated that ouabain displays a biphasic decline (Selden
and Smith, 1972; Lewis et al., 1994; Pidgeon et al., 1994). In the
first phase elimination is rapid, while the second (late) phase
displays slow elimination with half-times as long as 20 h and
more (Selden and Smith, 1972). After intravenous application
in humans, the plasma ouabain concentrations during the late
phase of elimination are in the 1–2 nM range. We showed
that 2.5 nM ouabain is sufficient to suppress the abundance
of NKAα1 (Figure 1E) and the phosphorylation of STAT3
(Figure 1G) after 24-h treatment. Considered together with the
pharmacokinetic data (Selden and Smith, 1972; Lewis et al., 1994;
Pidgeon et al., 1994), our results indirectly suggests that ouabain
may modulate the IL-6/STAT3 signaling in vivo. However, based
on the kinetics of ouabain-induced responses in the cell culture,
the putative endogenous ouabain probably would not act as a
rapid regulator of the cytokine secretion and action, but rather
as a modulator that exerts its biological effects for hours after
completion of exercise.
Physiological relevance of our results also needs to be
discussed in the context of NKAα isoforms. In rat skeletal
muscle NKAα2 is the predominant isoform (∼60–90%), although
NKAα1 is also prominently expressed (∼10–40%) (Orlowski
and Lingrel, 1988; Sweadner et al., 1992; Hansen, 2001; He
et al., 2001; Kristensen and Juel, 2010). Gene expression
data suggest a similar situation in human skeletal muscle
(Perry et al., 2013). Cultured human skeletal muscle cells express
NKAα1 and NKAα2 (Al-Khalili et al., 2004; Murphy et al.,
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2004). Indeed, unlike cultured primary rat skeletal muscle
cells, in which NKAα2 protein is below the detection limit
(Sharabani-Yosef et al., 1999), human cells upregulate NKAα2
during the differentiation into myotubes (Al-Khalili et al., 2004).
Although NKAα1 relatively predominates in human myotubes
(Table 2) it has to be considered that human NKAα1 and
NKAα2 are similarly sensitive to ouabain (Wang et al., 2001),
suggesting that inhibition of both subunits likely contributed to
cellular responses in our model. Whether ouabain also reduces
the abundance of NKAα2, which predominates in skeletal
muscle tissue, still needs to be examined. However, if marked
downregulation of NKAα1 in the ouabain-treated myotubes
is considered together with the functional differences between
NKAα1, which is thought to be important for ion transport in
resting skeletal muscle, and NKAα2, which likely has a major
role in ion transport during contractions (Radzyukevich et al.,
2004, 2013; DiFranco et al., 2015), our data suggest that ouabain
might primarily modulate skeletal muscle function at rest. This
would be consistent with the delayed signaling responses that
we observed in this study as well as the idea that the putative
endogenous ouabain might modulate muscle function during the
postexercise recovery rather than during exercise.
Another important aspect is the lack of ouabain effect in the
rat L6 cells (Figure 9). The L6 cells express almost exclusively
the NKAα1 isoform, which is ouabain-resistant in rodents (Akera
et al., 1969; Fallows et al., 1987; Kent et al., 1987; Price and
Lingrel, 1988). Here we used the L6 cells to test whether a
ouabain-sensitive NKAα isoform was required for suppression
of IL-6/STAT3 signaling in order to exclude the possibility of
non-specific actions via NKA-independent pathways. However,
ouabain can modulate ion transport in rat skeletal muscle by
inhibiting the ouabain-sensitive NKAα2 subunit (Chibalin et al.,
2012). Further, low concentrations of ouabain (10–20 nM) were
shown to affect the skeletal muscle function in rats (Kravtsova
et al., 2020). Our results in L6 cells therefore do not exclude the
possibility that ouabain modulates IL-6/STAT3 signaling in rat
skeletal muscle.
CONCLUSION
In conclusion, we showed that ouabain suppressed the IL-
6/STAT3 signaling but promoted the secretion of IL-6 and other
cytokines in cultured human skeletal muscle cells. Ouabain
also modulated the ERK1/2, the mTOR, as well as the HIF-
1α pathway, which are all involved in skeletal muscle responses
to exercise (Egan and Zierath, 2013). However, it needs to
be stressed that we observed no major signaling responses
at least up to 3 h of treatment of ouabain. While we did
not examine how skeletal muscle cells respond within the
first hour, when rapid responses might have been observed,
the delay indirectly suggests that alterations in cell signaling
might be primarily due to altered [K+]i and [Na+]i, caused
by inhibition of NKA. Indeed, even the dephosphorylation of
STAT3 required several hours to appear, possibly due to altered
levels or activity of phosphatases or other proteins involved in its
regulation.
The time course of ouabain effects on the abundance of
NKAα1 and STAT3, combined with the increased IL-6 secretion,
and expression of NKAα1 and IL-6 mRNA, indirectly suggest
that human skeletal muscle cells go through several phases in
response to ouabain (Figure 10). Our hypothesis is that in the
first phase (1–6 h) (Figure 10A), NKAα1 is lost due to increase
in its endocytosis and proteolysis. Inhibition of NKA, combined
with the reduced abundance of NKA in the sarcolemma, leads
to a progressive decrease in the [K+]i:[Na+]i ratio, which
suppresses translation and triggers transcriptional responses.
This phase is also characterized by the STAT3 inactivation
(dephosphorylation) and the Akt activation (phosphorylation),
which appear by 6 h of ouabain treatment. In addition, based
on results in myoblasts (Figure 7G), ouabain starts to suppress
the HIF-1 pathway.
The second phase (6–12 h) (Figure 10B) is characterized
by a continued and more pronounced loss of NKAα1 and
further reductions in the [K+]i:[Na+]i ratio. Toward the end
of this phase, cells respond also with activation of the ERK1/2
and mTOR pathways.
In the third phase (12–24 h) (Figure 10C), the loss of
STAT3, which has a relatively short half-life (∼4–8 h) (Siewert
et al., 1999), suggests repression of translation (Amarelle et al.,
2019). Ouabain markedly suppressed upregulation of HIF-1α
by CoCl2 (Figure 7), which inhibits its proteolysis, which also
suggests that translation is repressed after the 24-h treatment
with ouabain. However, upregulation of transcription of the
ATP1A1 and IL-6 genes, combined with activation of the mTOR
pathway, and an increase in the IL-6 secretion indicates that the
synthesis of specific proteins is increased, possibly to counteract
the imbalance in a negative feedback manner (Figure 10C).
Importantly, while the [K+]i:[Na+]i ratio is most likely at its
lowest level toward the end of the third phase (Lamb and
McCall, 1972; Klimanova et al., 2017), the expression of IL-6
was shown to be upregulated when the [K+]i:[Na+]i ratio is
decreased in different types of cells (Koltsova et al., 2012), which
is consistent with the increased IL-6 expression and secretion that
we observed in myotubes.
In summary, our data are therefore compatible with the
idea that inhibition of the NKA transport activity is an
important mechanism of CTS action as highlighted by Orlov
et al. (2017); Askari (2019a), and Klimanova et al. (2019).
However, there are several important open questions in relation
to the CTS action on cytokines in skeletal muscle that need
to be addressed by future studies. First, mechanisms that
link ouabain to dephosphorylation of STAT3 and delayed
activation of the ERK1/2 and the Akt-mTOR pathways need
to be identified. It would be particularly important to dissect
the contribution of ionic vs. non-ionic mechanisms. Second,
mechanisms underlying the selective regulation of the cytokine
secretion by CTS should be established. Third, it also needs
to be established whether the suppression of the IL-6/STAT3
signaling by ouabain is physiologically important. Finally, it
would be relevant to examine if the suppression of the IL-
6/STAT3 signaling by ouabain could be exploited therapeutically
in inflammatory conditions, in which the IL-6/STAT3 pathway is
pathologically activated.
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